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1. INTRODUCCION
2INTRODUCCION
1.1 EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATTBILIDAD.
La definición en 1937 por PS. Gorer de un antígeno detenninante de la susceptibilidad o
resistencia al trasplante de tumores en ratones (1) supuso la primera prueba de la existencia de
genes marcadores de la individualidad genética capaces de controlar la respuesta inmune, a los
que se denomisió antígenos detransplante o de histocompauibilidsd. Posteriormente se comprobó
la existencia de un conjunto de antígenos codificados en una misma región del genoma
responsables del rechazó agudo de transplantes (2), frente a otra serie de antígenos que prov~s1
una respuesta mucho menos vigorosa y mas tardía, y que se denominan antígenos menores (3).
El conjunto de genes así definido se denominó Complejo Principal de Histocompatibilidad (MMC)
y ha sido descrito en todos los vertebrados analizados (4) y en protocordados (5).
¶1-1 Orgunfraddn del MHC humano.
El MMC humano comprende una reeión de 3600 kb situada en la región 6p2l.3-6p21.fl del
brazo corto del cromosoma 6 (fig, II) (6. 7) y engloba una serie de genes que codifican para 3
tipos de moléculas con características estructurales y funcionales diferentes:
Antígenos liLA de clase 1. formados por una cadena pesada de 44k» que se une no
covalentemenw a una cadena ligera de 12 kD denominada 82-microglobulina (8), codificada en
el cromosoma 15 (9). Existen-3 locí que codifican para los 3 antígenos clásicos liLA-A, -By -C
que presentan un pan polimorfismo alélico y se expresan en todas las células nucleadas del
organismo (10). Un número variable de genes codifican para antígenos no clásicos, entre ellos
FILA-E. -F y -G, de distribución ¡isular muy restringida y funcionalidad desconocida, y diversos
pseudogenes no funcionales. Esta región comprende unas 1600 lcb del extremo te]om&ico del
MMC (11,12).
- Antígenos FILA de clase II. formados por heterodí,neros oB con un PM de 25-33 kD y de
24-29 kD respectivamente (13). Existen 3 tipos diferentes denominados liLA-DR, .DP y -DO
codificados por.Ijna serie de genes A yE para las cadenas ay fi. respectivamente, en subregiones
diferentes, incluyendo pseudogenes no funcionales. Presentan un alto nivel de polimorfismo en las
cadenas fi y mucho mas restringido en las o, expresándose en linfocitos E. linfocitos T actit-ados,
niacrúlagos. células dendríticas, etc (14). Esta región ocupa unas 1000 It del extremo
centroriérico del MMC.
- Proteinas no relacionadas estructural ni funcionalínerne con los anteriores, pero que. en
12
—
¡
~fl
o
-
-
o
3
-
~
o
.
•
ja
’
Q
1—
32
a—5a
U
•
r
f-o
~
a
ti
-
1’
o
-
~
‘(1<-1
e
g
e
•
¡1$
E
e
•
u
U
—
+
0
9
r—
,
o
3[Wx
o
5—.
-2
“
fa
¡
c
i
aca
general, están relacionadas con el sistema inmune, como las proteínas de choque térmico (HSP7O-
1. HSP70-2, HSP7O-Hom> (15), factor de necrosis tumoral (TNFA y TNFB) (16), proteínas del
sistema del complemento (C2, C4A, C4E y Ef) (17), etc. Existe ademástina sedede gene. (BATZ-
9) cuyos productos no han sido caracterizados (18>.
Lii Fn~naUdad de los antigenoz lILA.
La capacidad de discernir entre lo propio y lo extraño constituye la característica funcional
esencial del sistema inmune (19). Los antígenos de histocompatibilidad, como marcadores de la
individualidad genética determinada por su extremado polimorfismo, juegan un papel centrai en
el reconocimiento inmunológico. Son reconocidos por los 2 tipos de células efectoras
fundamentales del sistema inmune, a través de las moléculas encargadas del reconocimiento
especifico: inmunogjobulinas en los linfocitos E y el receptor de antígeno en los linfocitos T. Las
2 subclases mayoritarias de linfocitos T reconocen diferencialinente las 2 clasesde antígenos FILA:
linfocitos CD4 (fenotipo mayoritariamente cooperador) reconocen antígenos de claseII. mientras
que linfocitos CDS (fenotipo mayoritariamente citolirico) reconocen antígenos de clase 1(20.21).
Esta especificidad de reconocimiento se produce por interacciones moleculares directas entre las
moléculas CD4 y CDS de la superficie de las células 1, conIos antígenos de clase fly clase 1,
respectivamente, de la superficie de las células diana (22-24), lo que aumeAta la avidez del
reconocimiento por el lCR (25). -
1.1-2.1 Reconoclzníento alogénleo.
Aloinjertos de individuos histoincompatibles generan una respuesta de linfocitos E con
producción de anticuerpos específicos de los antígenos FILA extraños, y de células1cooperadoras
y efectoras capaces de reconocer y usar específicamente las células alogénicas (26). Este
reconocimiento alogénico es reproducible “iii vitro obteniéndose tanto linfocitos Tcooperadores
como linfocitos Tcitolificos específicos de los antígenos HLA alogénicos (27).
Si bien el rechazo de injertos no constituye una función biológica que ocurra de modo
natural en humanos, si tiene lugar en especies inferiores del tipo de los protocordados, como los
tunicados, donde se produce contacto entre individuos diferentes, llegando eventualmente a la
fusión de individuos y su inclusión en colonias, La presencia de marcadores de la individualidad
semejaites a los HLA que permiten desarrollar una respuesta frente a individuos extraños,
permitek supervivencia del individuo o la colonia frente a invasiones de colonias diferentes. Así
5pues, aun cuando el reconocimiento alogénico no constituya la función primordial de los antígenos
HLA, si parece ser un reflejo de la función primigenia de estas moléculas (28).
1.1.2.2 Recococlmíento rtstrlngido.
La función fisiológica fundamental de las moléculas del MHC consiste en la presentación
de antígenos extraños a las células T, que reconocen específicamente e! complejo antigeno-HLA
propio, en un fenómeno conocido como restricción (29). La caracterización del receptor de la
célula 1 como una entidad molecular Única confirmó el reconocimiento conjunto del antígeno
extraño y la molécula FILA, frente a especulaciones sobre la naturaleza dual del receptor (30).
La base bioquímica de este reconocimiento asociativo se deriva del procesamiento al que
se ven sometidos los antígenos extraños en el interior celular, existiendo 2 vías diferentes, según
sean presentados por moléculas de clase II o de clase 1. Los antígenos presentados por proteinas
de clase fl son captados en la superficie celular y. por medio de vesículas endociticas,
internalizados a compartimentos ácidos dondeson procesados (31)-A estos compartimentos llegan
las moléculas de clase II, guiadas, presusniblemente, por la cadena invariante (Ii) a la que están
asociadas y que impide la unión de péptidos durante el transpone (32-34). Aquí se disocian de
ésta y captan los péptidos producto del procesamiento. Su posterior expresión en la superficie
celular permite el reconocimiento por Iras linfoeitos especificas CDC.
Los antígenos de clase 1 presentan antígenos procedentes de proteinas sintetizadas en el
interior celular (35). Así, las proteínas extrañas procedentes de infecciones virales, neoantigenos
tumorales o antígenos menores, son sintetizadas y parte de ellas degradadas en el retículo
endopiásmico o en el interior citoplásn,ico, siendo posreriormeníe transportados los p¿ptidos
procesados al RE (36-38). En este momento se produce la asociación de los péptidos generados
con las moléculas de clase [que son exportadas a la superficie celular, donde son reconocidas por
los linfocitos CDS (39-41). Las moléculas de clase 1 son incapaces de presentar proteínas
antigénicas intactas presentes en el exterior celular. Sin embargo, la necesidad de procesamiento
puede ser oir-lada por la adición de fragmentos de las proteinas antigénicas, asociándose los
péptidos añadidos exógenamente a las moléculas FILA de clase 1 (42). Análogamente, los
complejos péptido-molécula de clase II. pueden formarse de esta manera sin necesidad de
procesamiento interno (43). Además. pueden compartir, en algunos casos, lavía de procesamiento
de proteínas endógenas de los antígenos de clase 1 (44).
La especificidad de restricción de los antígenos FILA se debe a la variabilidad de su
6estructura primaria que determina el péptido antigénico que es capaz de presentar (45>.
1h23 Selección tianica.
Previo al proceso de dirección de la respuesta de linfocitos T frente a antígenos extraños,
los antígenos HLA juegan un papel esencial en la selección del repertorio de células Tde las que
dispondráel individuo para generar una respuesta inmune (46). Esta selección se realiza en los
primeros estadios de la oniogenia, fundamentalmente en el timo (47>. Las células que expresan
receptores dealta afinidad por los antígenos HL~. propio sufren una selección negativa que
permite asegurar la tolerancia del sistema inmune hacia lo propio- Análogamente, receptores con
baja afinidad son eliminados por su incapacidad de responder a los estímulos necesarios. Las
células que presentan una afinidad intermedia por los antígenos HLA del timo, susceptibles de
aumentar en combinaciones particulares de antigeno-HI.A, proliferan y pasan a periferia
proveyendo al individuo con el repertorio del que dispondrá para la respuesta inmune (48).
1.1.2.4 Otras runciones.
Funciones de muy diversa índole, tanto inmunológicas como no, han sido descritas para los
arúigenos HLá de clase 1. En general se han descrito funciones como traaisdticto,es de señales
de activación positivas en células Tactivadas vía CD2 (49). o de señales negativas en activaciones
vía COS. con FHA o ionóforos (50). También se ha descrito la asociación y regulación de
funciones de receptores del sistema inmune, como el de la interleultina 2(51), o ajenos al sistema,
como el del factor de crecimiento epidérmico (EPGF) (52) o el de la insulina (53>, así como la
interacción con la penicilina (54> o neuropéptidos (55). Por ello, se ha sugerido la implicación de
los antígenos FILA en interacciones celulares generales, de forma que el reconocimiento específico
por parte del sistema inmune sería una especialización dentro de su funcionalidad genérica (56).
1.1.3 Polinsoq’Znna de loa anilgenas lILA de clase L
U base molecular de la funcionalidad de los antígenos Ht.A de clase 1 radica en su elevado
polimorfismo, determinado por la existencia de 3 loci distintos con multitud de alelos definidos
serológica. celular o bioquimicamente en cada uno (57).
El análisis de la variabilidad dc 40 alelos de los 3 loci. muestra la existencia de 20 posiciones
de alta variabilidad, situadas todas ellas en el sitio de unión de péptido (58). Este es una cavidad
formada por los dominios al y a2. delimitada en el fondo por una lámina fi y en las paredes
7laterales por dos hélices o (ver apanados 1.2.1 y 1.2.3) (59). El dominio oS, por su parte, estA
muy conservado. La distribución de estas posiciones en los 3 loci es similar en el dominio 4 pero
difiere sustancialmente en al, donde los antígenos del locus A sólo tienen 3 posiciones variables,
los del locus E It, de las cuales 4 son constantes en el locus A y Río son en el C, y los del Cuna
única posición de alta variabilidad (tabla 1).
Todas las posiciones de alta variabilidad, acepto la 71 (que es constante en el loctis A). son
residuos que pueden interaocionar con el péptido (17 residuos) o con el receptor de la célula T
(3) (ver apartado 1.223). Por tanto, el polimorfismo en estas moléculas -tiene una evidente
implicación funcional sugiriendo It existencia de una presión selectiva hacia la variabilidad ea los
dominios al ya2 (60). Esto lo apoya también la marcada acumulación de mutaciones en las bases
1 y 2 (70% de los cambios, que se traduce en una relación cambio/silenciosa de 3.4) de los
codones codificantes de estos dominios, frente a la acumulación de mutaciones silenciosas en la
3’ base del codón en el dominio aS (el 75% de los cambios de base, con una relación
cambio/silenciosa de 0.33) (61).
La distribución de las posiciones polimórficas en el sitio de unión de péptido tampoco es
al azar, aunque casi todos los residuos de esta región presentan alguna variabilidad. Así, la hélice
de al presenta 1! posiciones de alta variabilidad, frente a 2 en la del dominio n2. Por su parte,
la lámina fi de a2 es muy variable, mientras que la de al apenas tiene residuos variables, siendo
las posiciones M5, Y7, fi y 662’de contacto directo ¿¡a el ~Stido, invariantes, y A24 y M45,
constantes en el locus A. Esto se ha relacionado con posibles características estructurales
conservadas en los péptidos presentados. Se ha resaltado la conservación de 5 Tyr en posiciones
de contacto directo con el pépildo en todos los antígenos HLA secuenciados, como característica
estructural que definiría motivos estructurales comunes a todos los péptidos presentados.
La comparación entre las secuencias proteicas de los distintos antígenos de clase ¡ muestra
una mayor similitud entre los antígenos de los loci E y C (25-40 aminoácidos de diferencia),
siendo los de los loci A y C los mas diferentes (35-50 aminoácidos). Esto. unido a la presencia de
posiciones especificas de locus compartidas entre E y C en mucho mayor número (el 43% a nt—el
génico) que entre A y E (el 29%) o entre A y C (sólo el 4%), sugiere la generación del locus C
a partir de una duplicación del locus B (62) (fig. IZA).
La comparación entre las secuencias génicas muestra una distribución trimodal del número
de diferencias. en función de las moléculas comparadas: sIclos del mismo locos muestran entre
1 y 50 bases de diferencia, alelos de loci diferentes entre SOy 100 y atelos de distintas especies
8Tabla 1. PosicIones de alta variabilidad de las moléculas lILA-A, R y C
Posición HLA-A HLA-B HLA-C Contacto potencialb
9.1 4.8
7.0
lo-o
13.5
4.8
6.4
6.2
7.0
5.4 5.0
5.8 5.0
8.3 6.2
6.3 15.9
5.9
8.3 5.6
8.1
10.0 Péptido
Péptido
Péptido
TCR + Péptido
Pépt¡do
Pépt ido
TCR
Péptido
Péptido
Péptido
Péptido
TCR
Péptido
Péptido
5.2 Péptido
Péptido
10.2 Péptido
5.5 Péptido
10.3 Péptido
lCR + Péptido
al.
9
24
45
62
63
67
69
70
77
80
[3.9
4.2
81
82
5.0
5.5
o2
95
97
99
114
116
152
156
163
a> Variabilidad determinada por Bjorkman y Parham mediante el método de Wu y Kabat. Se
consideran posiciones de alta variabilidad aquellas que tienen un indice mayor de 4.0 (58).
b) Contacto potencial de acuerdo con su locajización en la estructura tridimensional (59).
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Figura 1.2- A) Distribución del número de diferencias en comparaciones entre parejas de
antígenos lILA de distintos bol: A/B compara antígenos HLA-A con B, C/E antígenos liLA-
C con fi y C/A antígenos 1-ILA-C con A. fi) Distribución del número de diferencias en las
comparaciones de secuencias de nuclcótidos entre parejas de siclos de clase 1: resultado de todas
las comparaciones 1), comparaciones entre pares de genes de distintas especies (humanos,
murinos, vaca, conejo y cerdo) 2), comparaciones entre genes de la misma especie 3),
comparaciones entre genes humanos de distintos loci 4) y comparaciones entre siclos humanos
del mismo bus 5>.
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entre 100 y 150 (flg. 1.2.B). Sin embargo, cuando se comparan especies muy relacionadas como
el hombre y el chimpancé, o ratón y rata, los antígenos de las distintas especies no son
identificables por su número de diferencias, siendo adacribibles a los distintos loci de una especie
(63>. Así, 5 de las secuencias conocidas de chimpancé se han asignado al locus 8 (ChLA-B), 3 al
locos A (ChLA-A), 1 al C (ChLA-C) y 1 al F (ChLA-fl. Por tanto, se ha sugerido un modelo de
evobución transespecies, en el cual, un significativo número de polimorfismos son heredadas de
antecesores anteriores a la especiación (que en el caso de humanos y chimpancé sería posterior
a la duplicación del locos fi). de forma que las especies relacionadas compartirían numerosos
elementos & variabilidad (64.66>. Posteriormente, los mecanismos 1eneradores de polimorfismo
seguirían operando proveyendo de nuevos alelos a las diferentes especies.
Tres son los mecanismos generadores de polimorfismo en estas moléculas (61):
- Mutación puntuaL que seria la fuente de generación de nuevo polimorfismo, como se ha
sugerido ab analizar los subtipos de HLA-A2 (posición 43 de HLA-A0202) o de HLA-B27
(posición 59 de HLA-B’2703>.
- Conversión génica o recombinación no rÉciproca. que consiste en la transferencia de un
fragmento de DNA de un gen a otro (67>. Este mecanismo posobilita tanto la generación de
polimorfismo en aquellas regiones para las que existe presión selectiva para la diversidad y con
un cieno número de sIclos diferentes, como el mantenimiento de la homogeheidad en regiones
mas conservadas. Se ha sugerido su operatividaden la generación de HLA-813.1 a partir dé FILA-
B13.2. que se diferencian en 6 nuclcótidos en un segmento de 10. pudiendo haber operado como
donador el antígeno HLA-B41 (68). Análogamente, HLA-838 y B39 se diferencian únicamente
en 6 aminoácidos en un segmento de 10. presentando cada uno de ellos en este segmento una
secuenc,a compartida por otros abelos del locus 8 (69). Parece que, frente a lo detectado en otras
especies (20). la conversión génica funciona fundamentalmente entre alelos del mismo locos.
- Recombinación recíproca, en la que nones de diferentes aleles se combinan para dar uno
nuevo. Así. HLA-Bw42 comparte los nones 1 y 2 de HLA.B7 y los exones 3-8 de lILA-fis (61).
Análogamente, HLA-Awú9 presenta los exones 1 y 2 de HL.A-Aw6t.1 y los nones 3-8 de HIA-
A2.l (71>.
La combinación de estos mecanismos conileva la continua generación de nuevos alelos en
los qo.’e la ventaja e”olutiva presentada por aquellos que son capaces de mejorar la respuesta
inmune frente a patógenos operantes en la población, la presión selectiva hacia la heterozigosis
~‘quizá otros procesos. guían el proceso evolutivo hacia la fijación de nuevas especificidades (63).
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1.2 ANTíGENO FILA-Al.
El antígeno FILA-Al fue la primera especificidad serológica descrita en humanos,
denominada inicialn,ente Mac (73). Es uno de los antígenos roas frecuentes en la población y ha
sido exhaustivamente analizado, por lo que nos centraremos en la descripción de sus
características como ejemplo representativo de antígeno FILA de clase 1.
1.2.1 Caroacinica, mokoám
Se distinguen 3 regiones estructural y funcionalinente diferenciibles: extracelular,
transmembranal e intracitoplásroica (74).
- Región extracelular.
Está formada por los 280 aminoácidos N-rerminales de la cadena pesada y la Blm. Puede ser
liberada mediante ruptura proteolítica con papaína en la posición 271 (75). Se definen 3 dominios
de unos 90 aminoácidos en esta porción de la cadena pesada, denominados al (1-90), a2 (91-
182) y a3 (183.274>. Los dominios nl yol son homólogos entre si, mientras que el dominio o3,
muy conservado, presenta gran homología con los dominios constantes de las inmunoglobolinas
(76).
En la Asn del dominio al existe un enlace N-gjicosldico con el carbohidrato de la molécula.
Presenta un peso molecular de 3.3 kD, compuesto por 13-16 residuos de galactosa, manosa, N-
acetilgiutamina y ácido siálico <N-acetilneuramínico) en numero variable (entre O y 3 residuos)
dando higar a una heterogeneidad molecular detectable por lEE (77).
Los dominios al y oS contienen un puente disulfuro intracatenario entre las C~’s 101-164 y
203-259. respectivamente, que engloban 60 aminoácidos, de forma semejante a los presentes en
las inmunoglobulinas <18).
Asociada a la región extracelular se encuentra la fil-microglobulina, proteína invariante de
98 aminoácidos, homóloga a los dominios constantes de las inmunoglobulinas, con un puente
disulfuro entre las CI,s 25 y Cys Sl (79>. Interacciona con tos tres dominios nl, al y oS (80). Su
asociación con la cadena pesada del antígeno es reversible, dando lugar al intercambio con B2-
microglobulina exógena presente en el medio de cultivo, produciendo cambios conforrnacionales
que alteran determinantes serológicos en ambas cadenas (81).
- Región de transmembrana.
Comprende los residuos 281-307 de la cadena pesada. de naturaleza mayoritariamente
hidrofóbica. lo que permite la interacción con la bicapa lipidica.
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- Región intracitoplásmica.
Comprende los residuos C terminales de la molécula, comenzando con un agrupamiento de
residuos básicos que permite el anclaje a la membrana citoplásmica mediante su interactióts con
los grupos fosfatos de los fosfolípidos. Contiene algunos residuos susceptibles de ser fosforilados,
como la Ser 335, que se encuentra fosforilada in vivo’ (82>. La conservación de la secuencia del
sitio de fosforflación. unto enhumanos como en ratón, ha sugerido su papel corno transduct«
de señales al interior celular, en la interacción con proteinas del citoesqueleto y en la
onternalizacién de la molécula. De hecho, la eliminación de los aminoácidos 325-340 de HI.A-A2
bloquca su internaliiación. mientras que otras zonas de la región citoplásmica no influyen en este
proceso. La Ser 335 está comprendida en el segmento ‘33GSDSVS que ha sido descrito como el
elemento estructural comOn a diversas proteinas que sufren procesos de internalización <83).
122 E,naaau génica
La estructura del gen codificante de HLA-A2 refleja la organización segmentat de la
molecula en los dominios estructurales anteriormente descritos (84, 85> (fig. 1.3>. Así, existen 8
exones que cubren un segmento de unos 3.5 kb, separadas por 7 intrones de longitud variable. El
exón 1. de 73 nuclcótidos, codifica para un péptido señal de 24 aminoácidos de naturaleza
hidrofóbica, que interviene en el transporte de la molécula a través del retículo endoplásxnico y
que es liberado por enzimas proteolíticas durante el proceso de maduración, Los nones 2 (270
nucícótidos), 3 y 4 (276 nuclcótidos cada uno) codifican cada uno de los dominios
extracitoplásmicosol, a2yo3. El exón 5. de 117 nucícótidos. codifica la región transmenibranal
y las regiones flanqueantes, incluyendo el grupo de residuos básicos que interaccionan con los
grupos fosfato de la bicapa lipidica. Los exones 6 (33 nuclet5tidos) y 7 (48 bases), codifican la
porción »su-acejular. El exón 8, de unoa 400 nucleóíidos, codifica el aminoácido C-ierminal y el
codón de terminación, y contiene la región 3’ no traducida que incluye la señal canónica de
poliadenilación AATAAA (86).
En la región 5’ se encuentran las regiones que regulan la transcripción y expresión del gen.
Las secuencias promotoras que dirigen la interacción de la RNA polimerasa. “CAl box” y ‘TATA
boxt formadas por la secuencia clásica GCCAAT y la variante TCTAAA respectivamente, se
sitúan a ~72y -45 nucícótidos, respectivamente, del codón de iniciación. Las regiones reguladoras
de la frecuencia de transcripción se sitúan en una región comprendida entre las bases -180 y -60.
e incluyen el ‘enhancer r ( que comprende la ‘CAT bos”). la secuencia consenso de respuesta
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al interferón (la) y el “enhancer A’ (10). Estas regiones se encuentran muy conservadas en los
productos de cada locus. existiendo mayor divergencia entre los distintos loci, especialmente en
la la, lo que justifica la diferente regulación de la expresión de los distintos antígenos de cada
locos en respuesta al IFN en distintos tipos celulares (Sfl.
11.3. Biataair y madaund&a
El pr&eso de biosínt¿~s, maduración y transporte a la superficie celular está regulado por
una serie de interacciones moleculares. En el interior citoplásmico se detectan 2 especies
moleculares identificables por su diferente reactividad (rente a anticuerpos (88). La primera en
aparecer, presenta un grupo glicídico con alto contenido en manosa, elinsinable por la
endoglicosidasa U, y que es reconocida por anticuerpos dirigidos frente a la cadena pesada
desnaturalizada de HIA (anti-H).
A los 10-15 mm de la biosíntesis, esta especie molecular se asocia con la B2-microglobulina,
produciéndose un cambio conformacional en el cual el heterodíniero es reconocido por
anticuerpos específicos de HLA-A2 pero no por anti-H. Este complejo madura en el Oolgi por
transformación del oligosacárido de alto contenido ea nianosa a uno complejo con ácido siálico,
susceptible a la acción de neuraminidasa, pero resistente a Endo FI. Esta especie molecular
madura aparece a los 20.30 mio y se expresa en la superficie a los 60.80 miii. La interacción con
la ñ2inicroglobulina es esencial para la maduración y transpone a lamembrana; como lo indica
la paralización en la forma de alíoconteoido en manosa del proceso de biosíntesis en mutantes
incapaces de interaccionar con dicha proteína o en células que no la expresan (89, 90).
La presencia de cadenas correctas de 62-m y cadena pesada de HLA-A2, no es condición
suficiente para la normal expresión del antígeno. Existen mutantes inducidos (LEL 721.174) que
sintetizan normalmente ambas moléculas, localizándose en el citoplasma la forma glicosiada de
la cadena pesada. Sin embargo, no se produce el procesamiento a la forma compleja del
carbohidrato, la asociación con la B2-m, nilo fosforilación de la cadena pesada (91). La anomalía
de estos murantes se localiza en una gran deleción cts La región de clase 11 (92>. Antlogamente,
se ha detectado una línea tumoral de ratón (RMA-S) que presenta un defecto similar en la
asociación de las cadenas pesadas de clase 1 y 82-n,icro lobulina (93). La adición del péptido MSS-
68 de la proteína de la matriz del virus de la gripe, que es presentado por HLA-A2 a CTLs
especifros. promueve la asociación con la 82-microglobulina (94>. Ello induce un cambio
conformacional detectable con elAcMo específico MAlI. el procesamientos la fornoaglicosilada
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compleja y la expresión en la superficie celular. La adición de péptidos que no son presentados
por HLA-A2, no tiene ningun efecto sobre el procesamiento de la molécula. Este proceso puede
ser bloqueado por adición de brefeldina, que impide la salida de proteínas del retículo
endoplásmico al aparato de Golgi (41). Por tanto, la asociación trimolecular entre la cadena
pesada, la 82-my el péptido endógeno capaz de interaccionar específicamente con la molécula de
clase 1, es un requerimiento previo para el correcto plegamiento y posterior maduración y
expresión de la molécula.
Por tanto, esta línea celular es incapaz de proveer al antígeno FILA-Al con péptidos
procedentes del procesamiento de proteinas endógenas, necesarios para la estabilización de la
interacción con la 22-m (95). Recientemente se ha demostrado que la anomalía genética se debe
a la deleción de un gen que mapea en la región de clase rí del MHC, entre los genes DN y DO
(96). Este gen codifica para una proteína relacionada con la familia de proteinas transportadoras
dependientes de ATP, que incluyen proteinas de multirresistencia a drogas y una serie de
proteinas transportadoras de péptidos y proteinas a través de membrana (96-99). Esta proteína,
denominada factor proveedor de péptidos. MF, podría funcionar como bomba de péptidos
endógenos del citosol al interior del retículo endoplásmico, donde participarían en el plegamiento
del antígeno de clase 1. De hecho, la transfección del gen codificante, restablece la expresión de
HL&-A2 en la citada línea celular (100).
1.3 ESTRUCTURA TRIDJMENSIONAL DE FILA-Al.
La determinación en 1987 por Ejorkman et al. (80) de la estructura cristalográfica de FILA-
Al mediante difracción de rayos X, supuso un paso esencial en la comprensión de las
características estructurales y funcionales de este antígeno.
Su porción atracelular consiste en 2 pares de dominios estructuralmente sinsilares, al-al y
aS-Rl-ni, que forman una estructura proteica de 70 A de altura y 50x40 A de sección transversal.
Los dominios al y al, situados en el extremo dista] a la superficie celular, presentan el mismo
plegamiento terciario, mientras que e] plepmiento del domino oS y análogo al de la fil-ni y al
de los dominios constantes de las lg. situándose cerca de la membrana celular (fig. l.4A).
Los dominios ol yo2 consisten cada uno en una lámina fi con 4 cadenas fi antiparalelas N-
terminales, seguida de una larga región helicoidal (fig. l.4.B). Esta consiste, en al, en 2 ls¿lices
a (aminoácidos 50-55 y 58-84) que forman un ángulo de 1100, la mayor de las cuales está curvada.
El dominio al presenta 3 hélices a (aminoácidos 138-148, 151-173 y 177-181), la última de las
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Figura 1.4)- A) Representación esquemática de la estructura tridimensional de la porción
extracitoplásnsica de l-ILA-A2. B) Esquema de la estructura secundaria de la molécula. C}
Representación del sitio de unión del antígeno formado por los dominios al y al. D) Esqueleto
de carlanos a del sito de unión del antígeno, con las cadenas laterales de los residuos de alta
~ariabiIidad(59.80>.
17
cuales conecta los dominios al y a3, y las otras dos forman un ángulo de 1300. La hélice a larga
de este dominio está unida mediante un puente disulfuro con la lámina fi (Cys l64-C~s IGl) y se
encuentra doblada en el residuo 161. Estos 2 dominios se agrupan mediante un eje de simetría
binario, de forma que las 4 cadenas E de cada dominio forman una única lámina fi de 8 cadenas
ansiparalelas, coronada por las hélices o de cada dominio, separadas entre sí unos 18 A en la zona
central, formando una especie de tenaza (flg. l.4.C).
El dominio a3 y la 82-m presentan la estructura de sandwich fi compuesto por 2 láminas de
4 y 3 cadenas fi antiparalelas, típica de los dominios constantes de las inmunoglobulinas (79). Sin
embargo, al contrario que éstos, que se relacionan entre sí mediante un eje de simetría binario
interaccionando las 2 láminas de 4 cadenas 8, la 82-m y el dominio a3 se relacionan mediante
un eje de rotación de 146v y un desplazamiento de la 132-m hacia arriba sobre el eje de rotación,
de II ¿4, De esta manera, la B2-m iníeracciona también con la lámina fi de los dominios al-al,
de forma mas intensa incluso que con aS. lo que explica su papel central en la estabilización del
plegamiento de los antígenos de clase 1.
La peculiar estructura de los dominios ol.a2 confornia una oquedad en la parte mas alejada
de la membrana celular, de 25.4 <te longitud. 10 ¿4 de anchura y 11 ¿4 de profundidad, delimitada
en su base por la lámina 13 y ea los laterales por las hélices a de cada dominio y que constituye
el sitio de unión de péptidos (59). En el análisis crisalográfico se deterasinó la existencia de una
nube de densidad electrónica que no forma parte de la cadena peptídica de Al y que no pudo ser
resuelta, lo que sugería la existencia de una macla de péptidos que son purificados y co-
cristalizados con la mol¿cula de clase 1. La estructura primaria del antígeno de clase 1 en el sitio
de unión de péptidos, determinan a tanto la conformación como la naturaleza del conjunto de
péptidos que pueden ser presentados, lo que proporciona la base física del fenómeno de
restricción antigénica. Las cadenas laterales de los residuos de las hélices o que apuntan hacia
arriba, interaccionarían directamente con el TCR, participando en el reconocimiento de los
antígenos de clase 1 por las células 1.
El sitio de unión del antígeno muestra la existencia de una serie de cavidades donde pueden
alojarse las cadenas laterales de los péptidos antigénicos presentados (101). Estas determinan.
tanto por su forma, como por su distribución de cargas, la especificidad de dichos péptidos. Se
observan 3 cavidades principales, en torno a las posiciones Met4S (delimitada por los residuos Val
67, Val 34, Gly 26, Ala 24), Met 5 y Leu 156, así como la existencia de un estrechamiento en la
hendidura motivado por la His 70 y Tyr 9 y un surco prominente en la lámina fi formado por la
IR
Aig 97 e His 114. Las cavidades de las posiciones 5 y 45 deben ser comunes, salvo pequeñas
variaciones, a todos los antígenos HI.A de clase 1 y a los del locus A. respectivamente, pues están
delimitadas por residuos constantes o muy poco variables. La comparación de la estructura
tridimensional con la de AwóA.t. que difiere en 10 residuos del sitio de unión del antígeno,
muestra una total conservación de la conformación general, limitándose las desviaciones en las
cadenas laterales vecinas a los residuos de diferencia a 1/10 ¿4 (102). Sin embargo, existe una total
alteración en la foima y distiibución de cargas en las cavidades del sitio. Así, aunque en Awfl8.1
se conserva la cavidad de la posición 45, la boca de la cavidad está alterada y se Isa generado una
ca~’idad cercana en la A.sn 63. ausente en HI...A-AI. Así mismo desaparece ta cavidad Len 156por
impedimentos estéricos del Trp 156. Existen 2 cavidades en tomo al Mp 74 y la Tyr 118, que en
HLA-AI no están accesibles debido a la presencia de Mg 97 e His 74 en la primera, y la Tyr 116
en la segunda. Es de resaltar que tanto la 1-lis 74 como la combinación His 1 14-Tyr 116 son únicas
de HL.A.A2, estando ausentes en los demás antígenos de clase 1. por lo que, probablemente.
participarán de forma esencial en la selección del repertorio de péptidos que pueden ser
presentados.
1.4 DIVERSIDAD Y FIJNCION DEL ANTICENO HLA-AI
1.4.1 Pollinoqfrno naaául.
La especificidad serológica FILA-Al engloba un conjunto de antígenosestredsaniente
relacionados, denontnados subtipos o variantes, que se diferencian en un número limitado (1 a
6) de residuos (103>. El análisis estructural, funcional y de distribución en poblaciones de estos
subtipos, ha permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos operantes en la
generación del polimorfismo, la importancia diferencial de las distintas zonas del sido de unión
del antígeno en el reconocimiento por el TCR y en la interacción con péptidos antigénicos. la
naturaleza de los epitopos serológicos de la molécula y la evolución de FILA-Al.
1.4.1.1 Definición de subtipos.
La primera evidencia de la heterogeneidad de FILA-Al la proporcionó W. E. Biddison
analizando la respuesta de CTLs específicos de influenza restringidos por >JAA-AI en diversos
individuos (104). Comprobó cómo en un panel de 11 individuos AV. los PBLs del individuo Nl?
infectados con el t’ints no eran reconocidos por CTLs específicos (105). Recíprocamente. CTLs
antisirales restringidos por el antígeno HLA-A2 de M7 eran incapaces de reconocer los antígenos
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virales presentados por las moléculas FILA-Al de los demás individuos. Generó entonces CTLs
alogénicos específicos de HLA-M frente a uno de los donantes, comprobando que tenían el
mismo patrón: reconocían todos los individuos FILA-AV excepto M7. A su vez Cita generados
por estimulación con M7 sólo eran capaces de reconocer PRUs de este individuo. Además, se
pudieron generar aLa específicos de HLA-A2 en respuesta de Ml frente a esainiulaciones con
otros individuos HLA-A1. Así pues, M7 presentaba un antígeno HLA-A2 funcionalmente
diferente, tanto en reconocimiento alogénico como de restricción. La extensión de este estudio
alí individuos mas, detectó la existencia de otros 3 individuos (entre ellos l}KI) que expresaban
antígenos FILA-Al diferenciables funcionalmente tanto de Ml como del antígeno normal (106).
Esta heterogeneidad funcional secorrelacioné con diferencias bioquímicas en el punto isoeléctrico,
siendo el antígeno HLA-A1 de M7 una unidad de carga mas básico que el normal y el de DXI
una unidad mas ácido.
El estudio sistemático de un panel mas amplio confirmó la heterogeneidad detectada. Así,
se definieron 3 subtipos. uno mayoritario presente en el 90% de los individuos analizados,
denominado Ma, y otros 1 minoritarios. Al.b y Al.c (107). Los subtipos Al.a y A2.b eran
reconocidos específicamente por Cita alogénicos dirigidos frente a cada uno de ellos, pero AI.c
no era reconocido por ninguna de estas líneas, ni era capaz de estimular la generación de elLa
específicos al enfreníarlos con células de los otros subtipos. El análisis por ¡EF confirmé que los
individuos del subtipo Al.b presentaban un antígeno 1RA-Al una unidad de carga mas básico
que el subtipo mayoritario, mientras que Mc era het&ogéneo, con individuos que expresaban un
antígeno HL&-AI una unidad de carga mas ácido e individuos con un antígeno indistinguible del
subtipo A2.a (108). Se definieron así 4 subtipos denominados AlA, M.2, A2.3 y >2.4, con una
frecuencia relativa en la población analizada del 90%, 5%. 2% y 3% respectivamente. Además,
en el transcurso de estos análisis se detectó un individuo (OZE) que expresaba un antígeno
funcionalniente correspondiente al subtipo Al.], pero con un pl idéntico a >1.3 (109>.
Líneas de ClLs alogénicos específicos del subtipo >2.4 se generaron mediante estimulación
con célulasMC de PELa de individuos FILA-Al, y que compartían el resto de los antígenos de
clase 1. La reacaividad de estas líneas mostraba la completa heterogeneidad de este subtipo, de
tal forma que todos los individuos >2.4’ (CIA KNE. KLO y SCHU) eran diferencialmente
reconocidos por el conjunto de las lIneas (109).
Mediante el uso de CTLs específicos de influenza restringidos por FILA-Al, se comprobé
que este subtipo era heterogéneo, existientdo 2 grupos (Al.2Y y A2.2F) representados por los
20
individuos M7 y WT49 (110).
El uso de anticuerpos monoclonales específicos de PILA-Al ha permitido también detectar
variantes (Al-LEE, MJ-DW Y A2.3-KC), si bien sólo una de ellas (Al-LEE) fue
inequívocamente definida (III).
Finalmente, los 2 últimos subtipos detectados hasta el momento, lo fueron mediante lEE
durante el X Workshop de Histocompaxibilidad. Uno de ellos, representado por el individuo
RML, era Xjna unidad d&5rga mas ácido que Mí, pero con un pl ligeramente mas ácido que
AI.3. El otro subtipo, encontrado únicamente en el indi’iduo KIME. presenta un pl 2 unidades
de carga mas ácido que A2.1 (¶12).
14.1.2 Caracterización de los subtipos.
Desde la primera definición de la heterogeneidad de PILA-Al, diversos laboratorios han
trabajado en la caracterización estructural de los subtipos definidos. En la tabla 11 se resumen
los datos obtenidos hasta el presente. salvo los presentados en esta tesis.
TABLA It. Subtipos de HLA-A2
Denominación
Residuos variables’ Origen Ref.Clásica Nueva”
9 43 66 95 99 107 149 152 156
A2.1 A’0201 F O K V Y W A y L IV, LCL72I 76,86. 113
AI.2F A’0202 —R —L————W M7 114.115
AlA M0103 TE W DKI 115,116.117
AZ2Y ,V0205 Y R - L - - - - W WT49.AM 117
M.4a A’0206 Y CLA,T7527 118,119
Al.4b A’0107 —— ——C———— XNE 120
AI.4c MOlOS VR NL----W KLO 111
Al-LEE A0110 Y- - - FO- - - XLI-NI) ¶22
a) Nomenclatura adoptada en el 102 ‘Workshor de Histocompatibilidad (145).
b) Posiciones en las que se han encontrado diferencias entre los distintos subtipos de PILA-Al.
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Se observa, como característica fundamental, que todos los subtipos difieren en un reducido
número de aminoácidos (1-6). que se sitúan en 3 tipos de localizaciones de los dominios al y al:
- residuos en el sitio de unión del antígeno que apuntan hacia el interior del sitio y que, por
tanto, podrían interaccionar con el péptido: 9, 66, 95, 99, 152, 156.
- residuos en el sitio de unión del antígeno que apuntan hacia arriba de la a hélice y que
supuestamente interaccionarían principalmente con el TCR: 149.
- residuos fuera del sitio que. presumiblemente. no influyen directamente en el
reconocimiento por CTLs y que van acompañados de otros cambios en uno de los sitios
anteriores: 43 y 107.
Las implicaciones funcionales y evolutivas de estos datos serán analizadas en la discusión
de la presente tesis.
1.4.2 .~ftq’os serolcigícor.
La caracterización de los determinantes serológicos reconocidos en HLA-Al ha constituido
un continuo objetivo de estudio desde su descubrimiento. Dado que la especificidad serológica
viene determinada por una combinación panicular de residuos polimórficos. se intentó
correlacionar la secuencia proteica con los posibles determinantes reconocidos, mediante la
comparación de la secuencia de M con la de otros antígenos, especialmente con la de aquellos
mas relacionados serológicamente. como A28. En estos primeros análisis, la l~lización de zonas
de alta variabilidad en las regiones 60-80 y 105-116 y 177-194, sugirió que estas regiones
soportarían los determinantes antigénicos reconocidos serológicamente (76). En cualquier caso,
desde estos primeros estudios resulté evidente que la contribución a la aloantigenicidad vendría
determinada por diversas regiones de la molada, si bien alguna de ellas serían de importancia
mas prinsordial. La comparación de un número mucho mayor de secuencias y la aplicación de
algoritmos para la localización de determinantes antigénicosbasados en la naturaleza, variabilidad
y estructura secundaria de las distintas posiciones no han contribuido de manera decisiva a la
resolución de este objetivo, debido a la complejidad de los epitopos que configuran una
especificidad serológica.
1.4.1.1 Caracterización de epítopos reconocidos por antIcuerpos nionodoisales.
La obtención de AcMo por inmunización de ratones con células que expresan PILA-Al ha
permitido la localización de alguno de sus epitopos serológicos. Especialmente útiles han sido
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aquellos AcMo especificos de Al que reconocen a la vez otro antígeno, puesto que la
comparación de la secuencia primaria de ambos alelas con la del resto de antígenos conocnsrn,
permite la localización de residuos específicos que potencialmente puedes< formar. parte
fundamental del epíropo reconocido (62). Así, el determinante A/Awó9 definido por los Acftéin
BB7.2, MAl.2 y PM.l debe tener como residuo critico el W115, pues es el único residuo comuh~
a ambos antígenos y diferente del resto (123)-El deten,,inante A2/Aw6S/Awt9, définido por4~.
AIASMI jCRII-351, delS~localizarse en la región 142-145, que presenta la secuencia 1TH~.
siendo los residuos Thr~, y HisM exclusivos de estos antígenos (124). El determinante Al/El?
definido pos MA2.1 debe sisoarse en torno a la
0e~, únIca a estos antígenos (125). l.os ,maltto
residuos señalados se encuentran en posiciones de los dominios ol yal con las cadenas lat~¡~
dirieidas hacia el exterior del sitio de unión del antígeno y, por tanto, accesibles a la interaceliizs
con anticuemos, lo que refuerza la asignación realizada.
El estudio de la interacción de los inonoclonales descritos con mutantes de Al obienitius
mediante mutagénesis dirigida ha confirmado la asignación propuesta. Así, PAI.l. MAlí y BE7
no reconocen elmutanteAlM(107) quepresenta Glyenlaposición 107,ni con elsubtipoA’1ZIfl
que presenta esa misma sustitución (126, 111). MAlA no reconoce mutantes con cambios eniílas
posiciones 62. 65 ni 66, por lo que esta región de la a hélice de ol panicipa en el epítopan
reconocido por MAlA y compartido por 817. Por su parte, en el análisis de la réactividattálél
determinante Al/Aw6S/Aw69 se comprobó que el subtipo MO203~con ambiosÚnicamem~n
las posiciones 149, 152 y 156. no era reconocidb por los monocionales CRII-351 ni A2A2ffl~t1
(127). Mediante mutagénesis dirigida se comprobé que únicamente el cambio del residuo 111t9
alteraba el epitopo. así como cambios no conservativos en la 151 (128). Por tanto, este eplto¶po
se localiza en una región de la o hélice de o2 que incluye los residuos expuestos en el segmensto
149- 152.
El estudio de estos mutantes, ha permitido localizar las regiones que participan en~ lina
epitopos reconocidos por otros AcMo. Así, por ejemplo, los residuos R,, y N son esenciales pnta
el reconocimiento por 1082C5. monoclonal específico del locus A, lo que sugiere que una ptte
de los determinantes públicos con especificidad de locus, se localizan en la o hélice de al (1~).
Por último, el análisis de musantes inducidos seleccionados por su falta de reactividadxcon
PA2.l y BB7.2, localizó la mutación responsable en elsegmento 98-108 en dos de los mutatates
(130), en la posición 161 (131), muy cercana espacialniente a la 107, en el tercero, reforntdo
la localización va definida y confirmando que los determinantes antigénicos están formados. flor
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epitopos conformacionales, que pueden ser discontinuos en la secuencia lineal.
Por tanto, la mayoría de los determinantes serológicos parecen localizarse en regiones
limitadas de la molécula, accesibles al medio externo, en uno de los dominios al o a2, si bien
alteraciones sustanciales en el otro dominio (exon shufling) pueden alterar dichos determinantes
(132).
1.4.2.2 Mlmetlsmo con pdptldos sintétIcos,
Otra aproximación experimental al estudio de la antigenicidad de PILA-Al ha sido la
búsqueda de péptidos derivados de su estructura primaria, capaces de generar anticuerpos
específicos y que eventualmente reconocieran el antígeno nativo. Aunque la mayoría de los
anticuemos reconocen epitopos conformacionales en regiones que pueden ser discontinuas en la
secuencia lineal y a pesar deque la conformación del péptido en solución puede ser muy diferente
de la presente en la molécula nativa se han logrado obtener antisueros específicos de péptidos
derivados de la secuencia de Al. Antisueros generados frente al péptido 56-69, reconocen
especlficamente los antígenos PILA-Al y HLA-E17 desnaturalizados, pero no las moléculas
nativas (133). Por su parte, el péptido 56-69 es capaz de inhibiría interacción de MAlI con PILA-
Al. Por tanto, esta aproximación experimental permite confirmar que esta región presenta un
epítopo especifico de Al/El? coman a ambos antigeno~ tanto en su estructura nativa, como
desnaturalizada, si bien el epifopo reconocido depende de la conformación que adopte el
antígeno.
1.4.3. Rnodmi euopor CITa.
1.43.1 Epítopos conformaclonsles.
Tanto los Cita alogénicos como losespecíficos de antígenos restringidos por la molécula
de clase 1. reconocen en ésta epítopos conformacionales complejos en los que intervienen
fundamentalmente los dos dominios al y al que conforman el sitio de unión del antígeno. Un
ejemplo claro lo proporciona la reactividad del antígeno HLA-Aw69. Este presenta el dominio al
de AwG8.l y los dominios al yo3 de PILA-Al (71)-Por ser una molécula híbrida natural retiene
la funcionalidad propia de estos antígenos, sin alteraciones artificiales que puedan modificar la
conformación global de la molécula. Así, se ha comprobado cómo tan sólo el 15% de los dorsos
de CTU generados frente a HLA-A2, Aw6S. 1 o Awt9 presentan un patrón de reactividad
compatible con el reconocimiento de un epítopo en uno sólo de los dominios (la reactividad
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cruzada frente a HLA-AI y Awó9 podria indicar el reconocimiento de nl y la reactividad frente
a HLA-Av~6S.1 y Aw69 el de afl, si bien es claro, que la similitud de los antígenos estudiados no
excluye la probable participación del otro dominio en la formación de los epitopos reconocidos
(134). Especialmente significativa es la presencia de deterasinanteseomunes a las moléculas I4LA-
Al y Awó8.l, ausentes en el híbrido Awó9. La misma situación ha sido descrita en respuestas
rcstringidas. al analizar el reconocimiento por CTLs específicos del vixi,s de Epstein-Barr (135).
1.4.3.2 Mapeo de epítopos celulares.
El análisis de la importancia de distintas regiones de la molécula en el reconocimiento por
las células Tse ha beneficiado del empleo de subtipos caracterizados estructuralinente. Se pueden
obtener las siguientes conclusiones generales acerca de la naturaleza de los epítopos reconocidos:
- La integridad estructural de los don,inios al y o2 es esencial para el reconocimiento. pues
alteraciones en cualquiera de los dos dominios modifican la interacción con el TCP. Por tanto,
los deterojinantes aloantigénicos y de restricción de PILA-Al están formados por los dos dominios
al vol que conforman el sitio de unión del antígeno. Asi se ha visto, que la mayoría de los cTLs
específicos de MOlO; no reconocen A*0203, con cambios localizados exclusivamente en al. ni
otros antígenos de los subgrupos A2.4 y A2.2 con cambios en nl (108. 109).
- Los epitopos reconocidos por las célulasT son sensibles a cambios únicos en la estructura
primaria, lo que subraya la alta especificidad de la interacción del TCR con la molécula de clase
1. Ello ha quedado demostrado en la falta de reconocimiento de los subtipos A0206 y A0107
(posiciones 9v 99) por CITa específicos de MOlO; y de MO2fl5 y A0208 (posiciones 9 y 66> por
CTLs ansi-M0202 (109. 110. 119. 136-138).
- La integridad del segmento 149-156 de HLA-A2 es crucial para su reconocimiento. Así,
la mayoría de los clones de CTLs y de las lineas policlonales dirigidos frente a MOIOI no
reconocen al subtipo MOlOS, con cambios en las posiciones 149. 152 y 156 (lOS).
- Tanto los CTLs alogénicos como los restringidos son altamente sensibles a cambios en
posiciones del sitio de unión del antígeno no accesibles al TCR y que presumiblemente
interaccionan con los péptidos alojados en el sitio, alterando su capacidad de presentación, como
en los subtipos A0206 y A0207 (posiciones 9 y 99) (109. líO. 119, 136-138). Esto sugiere que
tanto en el reconocimiento alogénico como en el restrin~do, es esencial la interacción con los
pép;idcs endógenos presentados por HLA-AI y por tanto ambas reactividades compartirían
similares bases estructurales.
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Una mayor precisión en la definición del papel de las distintas posiciones en el
reconocimientopor las células T, se ha logrado mediante mutantes que presentan cambios únicos
respecto de AO2Ot, obtenidos por mutagénesis dirigida o mtatagénesis de saturación. Corno
resumen de los datos obtenidos en este tipo de estudios, aplicables tanto al reconocimiento
alogénico como al restringido, podemos concluir:
- La posición 152 juega un papel esencial en el reconocimiento, puesto que Su alteración
provoca la falta de reconocimiento por una gran mayoría de los Cita analizados (128, 137. 139-
141).
- La posición 156 juega un papel importante, pero mucho menor que la 152, estando, en
general, asociado su no reconocimiento con el de esta posición (142).
• La posición 149, alterada individttalmente, no afecta a ninguno de los dones analizados
y sólo juega uy, cieno papel en la formación o alteración de epitopos en conjunción con cambios
en la posición 152.
- Los aminoácidos 62-63 son importantes para una serie de clones estudiados, si bien dada
la importante alteración en la naturaleza de los aminoácidos cambiados, Gly~, a Arg6> no es
posible adscribir directamente el efecto observado a estas posiciones. La posición 66 también
nUera el reconocimiento de una fracción importante de CTLs (138, 143).
- Los cambios en las posiciones 43 y 107, situadas fuera del sitio de unión del antígeno, no
alteran el reconocimiento de ninguno de los dones e~pecfficos de A0201 (119, 143): Tan s,lIo la
combinación de cambios en la posición 43 con cambios en las posiciones 152 ó 156 puede alterar
dicho reconocimiento, lo que sugiere una mínima contribución de la posición 43 a la integridad
estructural de algunos epltopos (143).
- Todos los cambios en las posiciones polimórficas del sitio de unión a péptido analizadas.
alteran el alorreconocin,ienso por alguno de los clonesestudiados, lo que demuestra la importancia
del polimorfismo de los antígenos de dase 1, así como la gran diversidad de la respuesta de CTLs.
1.4.3.3 PartIcipación de péptldos endógenos en el ..omodsnlento alogénico.
El reconocimiento restringido de antígenos extraños en el contexto de las moléculas de clase
1 tiene su base en el procesamiento de las proteínas sintetizadas endógenansente y la
correspondiente presentación de los péptidos antigénicos derivados de este procesamiento (35).
Análogamente, se ha especulado sobre la naturaleza del reconocimiento alogénico y la posibilidad
de que participen los péptidos endógenos unidos constitutivamente (144). Distintas lineas de
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evidencia sugieren esta posibilidad. Así, hemos visto cómo cambios únicos en localizaciones del
sitio de unión al antígeno sólo accesibles a los péptidos presentados, alteran ambos tipos de
reconocimiento. Así mismo, la frecuente reacción cruzada que presentan CtIs restringidos
específicos de antígenos con antígenos de clase 1 alogénicos, sugiere la participación de p¿ptidos
endógenos en la formación de complejos péptido endógeno-aloazttígeno que mimetizan el
complejo péptido antigénico-antígeno de clase 1 propio (145. 146>. Evidencias adicionales como
la dependencia de la especificidad del reconocimiento aloansigénico de dos genes distintos de
HI.A (147-149). el correconocimiento de dos antígenos de clase 1 distintos (150, 151). la
dependencia de la especificidad del reconocimiento con el tipo celular (152-154), o la influencia
de péptidos endógenos añadidos a las células diana en la aloespecificidad (155-157), sugieren el
reconocimiento por parte de los TCR aloespecificos del complejo antígeno de clase 1-péptido
endógeno. Así el reconocimiento alogénico sería en realidad un reconocimiento alorrestringido.
Sin embargo. el hecho de que lineas celulares mutantes incapaces de procesar antígenos
sintetizados endónenatnente sean resistentes a la lisis por CTLs restringidos, pero no por CTLs
alocénicos, sugiere la posibilidad del reconocimiento de la molécula de clase 1 sin la participación
de péptidos endógenos por CILa alogénicos (158).
Los datos sobre el papel de los péptidos endógenos en círeconocimiento aloespecíficode
l-ILA-A2 también son contradictorios. La implicación de péptidos endógenos en el reconocimiento
alogénico es sugerida por los modelos de ratones aransgénicos con el gen de M0201, queson
capaces de generar CTLs frente a células humanasA’020í con la misma frecuencia que ratones
normales, no respondiendo frente a inmunizaciones con células murinas transfectadas con este gen
(159. 160). Además, la estimulación de ratones normales con células de los transgénicos, generan
dos poblaciones distintas de CTLs: una que reconoce específicamente el antígeno M0201
expresado en células rnurinas y otra que reconoce céiulas tanto humanas como de ratón que
expresan dicho antígeno (161). Otra evidencia en este sentido proviene dela inhibición específica
del reconocimiento por CTLs específicos de AOlOI por los péptidos 98-113 y 94-112 de su
secuencia. sugiriendo que los CTLs analizados reconocen específicamente un fragmento de la
molécula de Al. que podría ser presentado por este mismo antígeno (162). El péptido 56-69, por
su parte, es capaz de inhibir la lisis de un clon específico de 141.A-Al y E17, que, como hemos
visto, comparten un epítopo serológico en esta región. Además, la incubación con este péptido de
dianas Awú9. sensibiliza dichas dianas haciéndolas susceptibles a la lisis por dicho don, lo que
suniere el reconocimiento conjunto del péptido ~la molécula de lILA (163). Como evidencia en
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contra de la participación de péptidos endógenos en el reconocimiento alogénico, se ha
comprobado que CTLs específicos de HLA-A2 reconocen este antígeno reconstituido en ausencia
de péptidos a partir de la cadena pesada y la Blm, obtenidas por desnaturalización de la molécula
nativa y posterior filtración en gel, lo que sugiere el reconocimiento de It molécula FiLA-Alvacía
y la no participación de péptidos endógenos unidos en el alorreconocimiento (164).
1.41.4 Papel de la interacción CD8-oS.
La molécula de CDS presente en la superficie de los linfocitos Tespecíficos de antígenos
de clase 1, interacciona con éstos formando, probablemente, un complejo trunolecular TCR-
antígeno de clase-CD8 que aumenta la avidez de la interacción TCR-antlgeno de clase 1. Así,
clonos de CTLs de baja avidez, requieren la participación de la molécula de CI)8 para el
reconocimiento, que es inhibido por AcMo específicos de CD8, mientras que CrEs de alta
afinidad no requieren la forniación del complejo triniolecuiar y no son inhibidos por dichos AcMo
(25).
El sitio de unión de CD8 en los antígenos de clase 1 se localiza en el dominio oS. Se ha
comprobado que cambios en las posiciones 245 (Awó8.1 y Aw6S.2) (posición central de la cadena
85 de oS) y en la posición 227 afectan severamente la interacción con COS (165). Tres regiones
participan, de manera diferente, en esta interacción. El segmento 223-229 qúe forma un giro entre
las cadenas SSy 84. con un agrupamiento conservado de residuos ácidos, es critico e interacciona
directamente con CDS. Las posiciones 245 y 247 participarían, probablemente, por el efecto
indirecto que en la conformación de este giro (posiciones 227 y 228) tienen sustituciones de
aminoácido con grandescadenas laterales. Lasposiciones 233-235 parecen contactar directamente
con CD8, pero su efecto en la interacción es mas limitado.
La interacción entre oS y 0)8 juega un papel esencial ea la generación de respuesta de
Cita. Desde los primeros estudios de reconocimiento de células transfectadas, se había sugerido
la nistencia de barreras entre especies que dificultaban el reconocimiento por CTLs específicos
del antígeno trausfectado (166). Posteriormente se comprobó cómo la interacción entre 0)8 y
eS es necesaria para el reconocimiento de una fracción de Cita y se sugirió la ausencia de
interacción entre el CDS murino y los dominios oS humanos (167). Ello explicaría, además, la
dUiculíad deobtención de respuestaszenogénicas <168)0 de utilización del antígeno A 620l como
elemento de restricción en ratones transgénicos (161. 169).
Se ha determinado que el intercambio del dominio o3 de M0201 por el del antígeno murino
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K”, aumenta en 5-10 veces la capacidad de reconocimiento por CTLs aloespecíficos de A*0201
dependientes de CDS (170. 171). Mas aún, la introducción del dominio .3 murino permite obtener
respuestas xenogénicas mediante estimulación in vitro, ¿omo ocurre con la respuesta alogénica.
Por su parte. la introducción del dominio .3 de HLA-A en Kb. disminuye en 7-15 veces la
respuesta alogénica obtenida lii vivo, independientemente del repertorio de CTLs del individuo.
La interacción CD8o3 influye esencialrnettte en la estimulación primaria del,respuesta de Cfl.j,
pero apenas interviene en las reestimulaciones sucesivas, una vez activada la población policlonal
de Cris específicos CD8’ dirigidos frente a los determinantes formados por los dominios al-
.2, si bien, es probable la desaparición de aqueflas especificidades de mas baja afinidad, que no
pueden ser reestimuladas. Por tanto, el papel crítico de COS en la generación de respuestas de
CTLs ea distinto al de moléculas accesorias que aumentan la avidez general de la interacción
celular, independientemente de la especificidad del reconocimiento (172).
1.4.4. Intcracci4n HL4-A2-fla&kat
La capacidad presentadora de péptidos antigénicos de l-{l..A-A2 ha sido analizada desde
múltiples perspectivas. Las primeras aproximaciones experimentales, consistentes en la incubación
de células dianas Al con péptidos derivados de la secuencia de proteinas antig¿nicas reconocidas
por CTLs específicos. permitió la definición de una serie de epitopos reconocidos en distintas
respuestas antivirales (112. 113. 174)>. Ello posibilitó el análisis t2nciorlal d. las posiciones de
liLA-Al que participan en la interacción, si bien, es difícil distinguir si la influencia ejercida es
debido a la incapacidad de presentación del péptido antigénico o a la influencia del cambio en el
reconocimiento de dicho p#ptido por el TCR. Así, el análisis de los cambios detectados cts el
subtipo M0203 con clones que reconocen el péptido 55.73 (57-68) de la matriz del virus de la
eripe. mediante el uso de mutaníes únicos en esas posiciones, deternsinó que los mutantes con
can,biosen las posiciones 152 (V-->E o y-o-A), ii6y 149-156, no eran reconocidos en presencia
del péptido por 24 de los 25 clonos, pero si el niutante de la posición 149 (141). El otro clon
estudiado reconocía dicho péptido presentado por los mnutarxses 152 (V—>’A> y 156, lo que sugiere
que estos cambios y el de la posición 149 no anulan la capacidad de unión del péptido. pero
alteran, por tanto, su reconocimiento (posiciones 152 y 156). La cinética de presentación por el
mutante 149 era distinta a la de los otros ntutantes, por lo que si bien el cambio en esta posición
no impide la presentación, si participa. en alguna medida, en la interacción con el péptido.
La interacción entre péptido y HLA-A2 ha sido también analizada mediante el uso de
29
péptidos análogos al reconocido con cambios en las distintas posiciones, estudi~ndose su capacidad
de reconocimiento por los CTLs específicos y la inhibición de la respuesta frente al epítopo
natural. Se determinó que el 55% de las sustituciones en los 8 kesiduos centrales del péptido 57-
68 eliminaban el reconocimiento y que tan sólo el 14% de los cambios no influían
significativamente <175). Cambios en tres de las posiciones centrales, aunque alteraban la
capacidad de reconocimiento, no alteraban la capacidad inhibitoria del anSogo en ensayos de
competición, y por tanto estas tres posiciones interaccionarían con el lCR y no con HI..A-A2.
Otras tres posiciones si participarían en la interacción con Al, pues su siñtitución impedía It
inhibición por el análogo. El estudio de la inhibición del reconocimiento por una serie de pépt idos
no relacionados, mostró que el 25% de ellos podía inhibir el reconocimiento restringido por
M0201 y por tanto, unirse a este antígeno (176). Un estudio similar del reconocimiento del
péptido 335-350 de la nucleoproteina delvirus de la influenza restringido por HLA-B37 deternainó
que hasta un 40% de los péptidos podían inhibir dicho reconocimiento y, por tanto, ser
presentados por EM (171). Ninguno de los péptidos inhibía en ambos sistemas, lo que sugería que
ambos antígenos presentan conjuntos diferentes de péptidos. Sin embargo, estos datos dc
capacidad de presentación de tan amplia variedad de péptidoshay que tomados con cautela, pues
los ensayos de inhibición se realizan a una concentracióttde péptido competidor hasta 1000 ve~
superior al péptido sensibilizante (concentraciones 5O~ pM). Esta posibilidad de presentación en
condiciones no fisiológicas, probablemente no refleje la posibilidad real de presentación de
péptidos endógenos, que pueden sensibilizar células diana a concentraciones picomolares-
nanomolares (178).
Otra forma de estudio de la interacción ha sido mediante ensayos de unión directa. La
incubación de péptidos del virus de la gripe reconocidos por Chis restringidos porM0201, con
una preparación purificada de este alelo y la posterior cuantificación de los complejos formados
mediante filtración en gel, demuestra que menos del OS% de las moléculas dc HLA-A2 pueden
unir péptido. mostrando cada péptido cierta especificidad de unión (179).
La filtima aproximación al estudio de la interacción péptidos endógenos-antígenos de clase
1, ha sido el aislamiento de los péptidos unidos a las moléculas de clase 1 apresadas en la
superficie celular. El conjunto de péptidos eluidos es distinto en cada antígeno, siendo limitado
el número de péptidos mayoritarios (180). La seosenciación del material peptídico eluido de
lilA-Al demuestra queate antígenopresentanonapéptidos con motivos estructurales específicos
(181>. Así, en el extremo C-terminal existe Val como aminoácido dominante aunque se detecta
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también Leu en mucha menor proporción. En el segundo residuo se detecta tánicamente la
presencia de Leu como aminoácido dominante y Met. En los residuos 6 y 8 el conjunto de
péptidos presentan mayoritariamente Val y Lp respectivamente, con menores proporciones de
otros aminoácidos. En cambio, las posiciones 1,3 y 5 no reflejan restricción alguna en los residuos
que pueden plesentar los péptidos unidos a A0201. Estas caracteristicas estructurales de los
péptidos presentados son específicas de cada antígeno y se correlacionan con la estructura única
del sitio del unión del péptido, de la que es ta contrapartida cotttplemetttaria.
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2- OBJETtVOS.
Los objetivos generales de la presente tesis han sido el estudio del polimorfismo del
antígeno IfA-Al, sus mecanismos de generación, las bases estructurales que determinan su
selección y el reconocimiento alogénico por CrLs especlficos.
Las aproximaciones experimentales seguidas han sido:
1- Caracterización estructural de subtipos no definidos funcionalmnente, lo que permite
analizar las características del polimorfismo, sin sesgo debido a un criterio funcional de detección.
Se han caracterizado los subtipos A0104. A0209 y MOlII. bien mediante mapeo peptídico
comparativo con cl antígeno P&0201 y posterior secuenciacióst radioquimica de tos péptidos de
diferencia, o bien mediante secuenciación del cDNA codificante obtenido mediante amplificación
por PCR. Este tipo de análisis permite determinar los mecanismos que operan en la
diversificación del antígeno HLA-A2, las bases estructurales que determinan la selección del
polimorfismo generado y la influencia de nuevas posiciones poliinórficas en la funcionalidad del
antígeno.
2- Caracterización de los antígenos HL&-A2 expresados por células diana reconocidas
diferencialn,ente por aLa alogénicos específicos que presentan reacción cruzada entre los
subtipos M0201, AOlOÓ y A02fl7. El análisis se ha realizado mediante mapeo peptídico
comparativo con antígenos HLA-A2 de secuencia conocida y mediante secuenciación del cDNA
obtenido por PCR Se han caracterizado así los antígenos AZI apresados por las lineas ARC
y ESST y el antígeno .42.4 expresado por la línea SCHU. Este tipo de aproximación permite
analizar las bases moleculares del reconocimiento alogénico mediante la comparación de las
secuencias de los antigenos diferencialmente reconocidos.
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1 CULTIVOS CELULARES
3.1.1 Lh,agceltdwtr.
Los estudios desarrollados en la presente tesis han tenido como fuente de material tanto
proteico como de cDNA codificante de los antígenos HLA de clase 1, lineas linfoblásticas
obtenidas por transformación de linfocitos B de sangre periférica con el virus de Epstein-Barr.
Estas lineas presentan una densidad de antígeno en la superficie celular 35-50 veces superior a
los linfocitos normales, constituyendo el 0.5% del total de las proteinas de membrana (182). Esta
característica. junto con su permanente disponibilidad y facilidad de cultivo, las convierten en
excelentes fuentes de material.
Las lineas utilizadas han sido las siguientes:
- JY (HLA-M0201. 87, DR4,W6)
- OZB (HLA-A13209. 3. B16, 35)
- CIA (HLA-A0206. 31. B8, 35)
- ESST (HLA-AZ.1, 85. CwZ. w4. DRA. 7>
- ARC (1-LLA-A2.t. 1. B7, 8, Cw6, DRI. 4)
- SCHU (HLA-A.4. 31. 85, 12. cwl, w5, DRS, w-6)
- RML (HLA-A0204. SS)
- KIME (HLA-A0211, 32; Bw32. wtl; Cw6>
Estas lineas son cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con un 10% desuero bovino
fetal o suero de caballo. 2 mM de 1-Olutamina. 50 It/rol de penicilina y 50 pg/ml de
estreptomicina (todos los reactivos de Flow Laboratories). Se mantienen a una concentración de
200.000-700.000 células/ml a 370C en atmósfera al 5% en CO~
3.1.2 Congelación y de.scongdación & ¡bien. cdn&am.
Para su congelación. 1-5 l0~ células se concentran en 200-500 pl de medio de cultivo. A
continuación, se añade gota a gota, con agitación continua, una cantidad igual de medio de
congelación mantenido a 4~C, compuesto por
- 40~ RPM¡ 1640
- 40% Suero ternera fetal
-20% DM50
- 25 IU/nil de penicilina
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- 25 4/ml de estreptomicina
Inmediatamente se introducen a -70~C y se mantienen durante 24 h., al cabo de las cuales
se guardan en contenedores de nitrógeno líquldo.
Para descongelar estas lineas, se descongelo el vial en baño a 37C y se añade, gota a gota,
igual cantidad de medio de cultivo. El contenido del vial se deposita en un tubo que contiene 10
ml de medio de cultivo y se centrifuga 5 mm a 4~ & Tras dos lavados sucesivos en las mismas
condiciones, las células están Listas para su cultivo.
3.2 REACTIVOS PARA INMUNOPRECIFITACION.
El aislamiento y purificación del antígeno HL&-AZ se hizo por imtnunoprecipitación, con
diversos reactivos:
- Suero normal de conejo (SNC) que permite la inmunoprecipitacidn de las sustancias que
se unen inespecificamente a los anticuerpos.
- Suspensión de Staphllococus Aureus de la cepa Cowan 1 (SACI, proteína A) que contiene
proteina A expresada en la pared bacteriana y que une especlflcamertte las subclases IgG2a y
lgO2b de ratón y todas las 1; de conejo, lo que permite precipitar los anticuerpos usados (183).
- Anticuerpo monoclonal de ratón PAlI que reconoce un epitopo común de HLA-A2 y
Aw69, lo que permite su aislamiento selectivo. Pertenece a la subclase IgOl, que no se une a la
proteina A (184).
- Suero de conejo ansi-cadena pesada de lILA desnaturalizada (ami-lI) que permite el
aislamiento de la cadena pesada de lILA-Al tras su desnaturalización (88).
3.2.1 Amaowpó nmonecifiu¡ PAZ)
3.2.1.1 Obtención del ArMo PAI.l
El bibridoma productor del AcMo se cultiva de forma análoga a las lineas linfoblásticas.
El anticuerpo se obtiene inyectando intraperitonealmente 2-4 mIllones de células del hibridoma
suspendidas en 0.5 ml de solución de Lrle (flow Laboratories), en ratones Balb/c que han
recibido tina inyección intraperitoneal de 0.1 ml de pristano una semana antes. El aumento del
tamaño del peritoneo indica el desarrollo del tumor y por ello, el momento adecuado para
proceder a la extracción de la ascitis que contiene el anticuerpo, típicamente tras 2-3 semanas de
incubación. Se centrifu a la ascitis obtenida a 300 g para eliminar células presentes en el liquido
y sustancias grasas. guardándose a -80C para su conservación y posterior utilización.
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3.2.1.2 Acoplamiento de PAI.l a Sepharosa.
El AcMo PA2.1, por ser de la subclase IgOl. no se une a proteirsa A. por lo cual es
necesario acoplarlo a sepharosa para las intaunoprecipitaciones. Para ello se procede a la
precipitación del anticuerpo de La ascitis con un volumen igual de sulfato atndnico al 33% de
saturación, incubando durante 45 min a 370C y centrifugando durante 20 mm a 2500 & El
precipitado, que contiene la fracción de y-globulinas, se resuspende en sulfato amónico y se tuelve
a centrifugar.
Se disuelve el precipitado obtenido en tampón bicarbonato sódico 0.1 M, pH 8, NaCI 0.5
NI y se dializa en este tampón durante 18 horas. Se calcula la cantidad de proteina presente
midiendo la densidad óptica de la muestra a 280 y 340 nro.
El acoplamiento se realiza a Sepharosa 48 activada con. CNBr <Phannacia). 5 g de
Sepharosa se lavan 3 veces con 1 1 de HO 1 mM cada vez. Posteriormente se lava 2 veces con
tampón bicarbonato sódico 0.1 M. pH 8 y se resuspende en ci mínimo volumen posible de dicho
tampón.
A continuación se añade el anticuerpo previamente obtenido, manteniendo una relación de
30 mg de proteina/g de sepharosa. La mezcla se agita durante 18 horas a 4C o durante 2 h., a
temperatura ambiente. Se elimina el exceso de proteina con 2 lavados con el tampón anterior
(rendimiento aproximado del 80%). Posterionnente se bloquean los posibles grupos activos libres
por agitación en 50 mt de glicina 1 M. pH 8 durante 3 h a temperatura ambiente y se realiza un
ciclo de 3 lavados sucesivos con acetato sódico 0.1 Nt NaO 0.1 M. pH 4 y con Tris 0.1 M. NaO
0.5 M. pH 8. Finalmente se java con el tampón bicarbonato sódico 0.1 M, pH 8 y se resuspende
en este tampón. añadiendo igual volumen de NET (Tris-HO 50 mM. NaCI 150 mM, EDTA SmM,
NaN, 0.02%. pH 7.4), 0.5% Nonidet P-40. 1 mg/ni] de ovoalb6mina.
3.2.2 Prqnmdónde pureína A de 54’hilococus Aunan
La inmunoprecipitación de los complejos solubles antígeno-anticuerpo se realiza en base a
su interacción con suspensiones con proteina A de la cepa Cowan 1 de Staphilococus Aureus
(SAO).
Las suspensiones de SACI. preparadas por tratamiento con calor y formaldehido segiin el
método de Kíessler <183), se almacenan a -70~C en alícuotas de 1 ml al 10% (y/y en tubo de
heniatocrito) en PBS-azida al 0.1%.
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Para su utilización, la alícuota descongelada se centrifugo durante 15 mm a $C a 560 & El
sobrenadanse se elimina y el precipitado se disuelve en 900 ¡4 de tampón NET, 0.5% NP4O,
inosbáfidose 15 mis. a 0-4~C. Se vuelve a centrifugar. suspendiéndose .1 precipitado en 900>1 de
NET. 0.05% NP4O. Una última centrifugación permite resuspender el precipitado bacteriano en
906 pl de tampón NET, 0.05% NP4O, 1 mg/ni] de ovoalbúmina, donde la suspensión es estable a
0-4~C durante, al menos, 48 h-
Posteriormente se puso a punto un protocolo más rápido, en el que las centrifugaciones se
realizan ea microitaga durante 1.5 ruin a 11600 g.yse Lacuba la solución bacretiatta durante 15 mix.
a 0-4~C en cada tampón de lavado.
- 32 MAFEO PEPrIDICO COMPARATIVO
El mapeo peptidico comparativo permite el análisis bioquímico de proteínas homólogas que
se diferencian en un limitado número de cambios en su secuencia de aminoácidos (114). Consiste
en la comparación de la proteina que interesa analizar con una proteína homóloga de secuencia
conocida mediante fraccionamiento cromatográfico conjunto de digeridos enzimáticos de ambas
proteínas. El marcaje metabólico con aminoácidos radioaaivos de ~C para la proteína patrón y
de ‘H para la proteína problema, permite la detección de los péptidos de diferencia y su posterior
secuenciación radioquimica <185). Elmarcaje con diversos aminoácidos, en función dela secuencia
de dichos péptidos, permite el mapeo de todas las posiciones y la localización y determinación de
los cambios entre ambas proteínas.
32.1 Mesrnjc metabólica
Un cultivo de 10’ células se centrifugo durante 8 mio a 400 & Las células se restispenden
en 10 ml de solución salina de Earle y nuevamente se centrafugan. A continuación se resuspenden
en un medio análogo al de cultivo, pero carente del aminoácido con que se desea marcar
(preparado a partir del Seiecs-An~ino ¡<it de Gibeo), a una co,tcesttnción de lO’ células/itt
En el caso de mareaje con alanina se utiliza medio esencial mínimo de Eagle modificado
(MEM de flow Laboratoires> que no contiene gluramina, ni alanina. Para el marcaje con leucina
se utiliza este mismo medio, pero carente además de este aminoácido. El marcaje con gjut.mína
se lles-a a cabo en ausencia de glutamina y glutámico, con el objeto de propiciar la incorporación
simultánea de glutamato mediante la interconversión metabólica de la glutarnina. En este caso,
las células se incuban durante 1 h a 370C en el medio de marcaje antes de añadir el aminoácido
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radioactivo. Para el marcaje con aspártico. se añade ácido oxoansinoacético a una concentración
final de 1 mM (preparado en solución de Earle a pH 7.2), que incrementa la eficacia de
incorporación de Mp (en células murinas aumenta 20 veces), debido a la inhibición de
transaminasas que utilizan el Asp como sustrato (185).
La [inca que expresa el antígeno HL&-A2 de secuencio conocida es marcada con 250 pCi
del aminoácido correspondiente marcado cnn ‘t, mientras que la línea con el antígeno lILA-
A2 a analizar lo es con 0.5-1 mci del mismo aminoácido marcado con 3fl En la tabla 3.1 se
muestran los aminoácidos utilizados en el presente trabajo.
Las células son cultivadas con el aminoácido marcado durante 14 1, a 370C, tiempo
suficiente para la renovacién de todns los antigenos HLA de clase 1 de la superficie celular.
Ocasionalmente se utilizó el sobrenadanse del marcaje para volver a marcar un nuevo lote de
células. -
Tabla fil. Aminoácidos radloactivos utilizados.
L-(2.3 ‘14)- Mg L-(U-’C)-Arg
L-(4,5 ‘H)-Lvs L-(U-”C)-Lys
L-(2.3-’14)-Aia L-(U-’C)-Ala
L-(4.5-’H)-Leu L-<U-”C)-Leu
L-(3-’l-f)-TIir L-<U-’C>-Thr
L-(2,3.4.5-’H)-Pro L-(U-”C)-Pro
L-(VH)-Ser L-(U-~C)-Ser
L-(3.4(n)-’H)-Val L-(1J-’C)-Val
L-(2.5-’H)-His L-(U-”C)-His
L-(2.3.5.6-’H)-Tvr L-(U-’C)-Tyr
L.(2.3.4.5.6.!H).Phe L-(IJ-”C)-Phe
L-(G-’l-fl-Gln L-(G-”C)-Gln
t.-<22-’H)-Asp
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3.3.2 heífra&in de La cañete pende de RL4-Al
nl] Alshmleemn, de las pnatelnas de memhruza.
El método de aislamiento que se ha seguido consiste cola solubilización de las proteínas de
membrana en detergentes no iónicos del tipo éteres de aril poliozietileno, que preservan la
estructura tridimiensional de la proteína y, por tanto, los determinantes aatig¿nicosde la molécula
nativa (186). Se basa en la capacidad de solubilización del detergente Triton X-114 a bajas
temperaturas (0-SC) en fase acuosa, y la separación de fases que tiene lugar a temperaturas
superiores (20~C), de forma que las proteínas anfifílicas permanecen en la fase orgánica. El
procedimiento completo del aislamiento de }IIA-A2 se resume en la figura 3.1.
Las células marcadas con el aminoácido apropiado son recogidas por centrifugación. Se lavan
dos veces con 10 ml de tampón 10 mM Tris/Ha 150 mM NaCI. pH 7.4 y 0.005% PMSI’ (fluoruro
de p-metilsulfonio). A continuación se procede a la solubilización de células en 1 ml del tampón
anterior, con un 1% de Triton X-114, produciéndose la lisis celular durante 1 h a 0-4C. Se
eliminan las materias insolubles (residuos celulares. núcleos, etc) por centrifugación a 7900 g
durante 15 mix.. Los dos sobrenadantes (‘Ny ‘t) se dividen en dos alicuotas cada uno, que serán
procesadas de igual manera, de forma independiente. Cada alícuota se deposita sobre 256 pl del
tampón de lindo, que contiene 0.5% de Triton X’114 y 10% sacarosa, y se incuba 3 ruin a
produciéndose la separación de fases. La centrifugación duranteS mín a 11600 g proporciona un
precipitado que corresponde al detergente y un sobrenadante al que se le aI¡adas 50 pl de Triton
X-114 al 10%. Se incuba durante 3 mín a 0-SC esta fase acuosa y posteriormente otros 3 ruin a
370C. procediéndose nuevamente a su centrifugación. Sobre las dos fase orgánicas obtenidas se
adicionan 200 pl de NET y se juntan las que provienen de cada alícuota. La radioactividad que
se recupera en este punto supone un 15-20% de la presente en el lisado celular.
32.2.2 Aislamiento del antígeno lILA-Al
La fracción deproteínas de membrana aisladas según elprotocolo descrito son preadsorbidas
con 100 pl de proteína A durante 20 ruin a 0-4C para retirar las sustancias adsorbidas
inespecíficamente. Se centrifuga durante 4 ruin a 11600g y al sobrenadante se adicionan 10 pl de
SNC, incubándose 1 h a 0.40C. El objetivo de esta segunda preadsorción es la eliminación de las
sustancias que se unen inespecíficamente a los anticuerpos, que serían precipitadas en el proceso
de aislamiento del antígeno. Se precipita el SNC con 100 pl de proteína A durante 20 ruin a 0-
SC y se centrifuga. A] sobrenadante se adicionan lOO pl de la suspensión de sepharosa acoplada
• Figura 3.1- Esquema de la purificación de la cadena pesada de H1..A-A2 y de la obtención de
mapas trípticos comparativos.
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con PA2.l y se deja en agitación a $C durante 2 h. El inniunoprecipitadoobtenido centrifugando
4 osin a 11600 g. contiene FILA-Al con alguna contaminación, de actina principalmente. El
precipitado se somete a 6 lavados según el siguiente protocolo:
- 2 lavados con 750 pl de tampón NET. 0.5% NP-40 y 1/10 NaCI saturado.
- 2 lavados con 750 pl de NET, 0.5% NP-40 y 1/20 NaCI saturado.
- 2 lavados con 750 <al de NET. 0.5% NP-40.
La extracción de los inmunoconiplejos se realiza disolviendo los precipitados en 100 pl de
dodecilsulfato sódico (SOS) al 1% y calentando en agua hirviendo 5 miii. Se añaden a
continuación 400 ,d de Tris-HCI, 2.5% NP-40, pH 7.5 y se centrifuga. En el sobrenadante queda
extraida la molécula de HLA-A2 desnaturalizada y disociada de la fl2-microglobuluna. así como
otras impurezas que puedan haber contaminado el inmunoprecipitado. A continuación se purifica
la cadena pesada del antígeno HL4-A2 mediante un segundo proceso de unmunoprecipitación.
Para ello. se realiza un preadsorción con 100 pl de Proteina A durante 20 mm a O-40C, se
centrifuga y se añade al sobrenadante 20 pl de aoti-H. Tras una incubación a O-40C durante un
periodo mínimo de 4 h, se precipua con 200 pl de Proteina A durante 20 miii. procediéndose al
lavado de los precipitados en los mismas condiciones descritas para PAlI. El precipitado final
contiene pura la cadena pesada de HLA-A2.
333 Obtención de swqns pqiMlcat
3.3.3.1 Reducción, alquilaclón y digestión tríptica.
El inniunoprecipitado conteniendo la cadena pesada de FILA-Al se disuelve en 200 pl de
SOS al 2% y se procede a la extracción en agua hirviendo durante 4 ruin a 11600 ~ En este
momento se juntan los sobrenadantes de ~ y <C en un tubo de vidrio. procesándose los dos
antígenos conjuntamente.
Se precipitan las proteinas añadiendo 5 volúmenes de acetona durante 20 min a -200C y
centrifugando 20 miii a 2500 g. El precipitado se lava de nuevo con acetona y se disuelve en 200
pl de Tris-HCI 350 mM. 3.5 mM EDTA, 2% SOS, pH 7.5, procediéndose a su reducción en
presencia de OIT 10 mM durante 2 It a 370C y posterior alquilación con iodoacetamida 25 mM
durante 30 min a temperatura ambiente en obscuridad, La reacción se detiene añadiendo una gota
de 2-mercapto etanol. Se precipitan las proteunas con 5 volúmenes de acetona y 0.5 de ácido
triclorcacétido al 45% (peso/volumen), durante 20 mm a -20~C. Tras centrifugar 20 mm a 3500
g. el precipitado se lava en acetona i se resuspende en 200 jal de bicarbonato amónico 50 mM. pH
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7.7.
A continuación se digiere con tripsuna-fl’CIC (Worthungton) a una relación enzima sustrato
1:20 sobre la cantidad de proteuna extraida de cada alícuota de proteina A usada en la
inmunoprecipitación del anti-H (1.5 mgr/200p1 de proteina A) durante lb a 37~C. Se vuelve a
añadir tripsina a una relación 1:40, prosiguiéndose la digestión durante 3 horas a 3~C. La
reacción se termina congelando la muestra a ~80OCy liofilizando.
33.31 Sepu-adán dc péptidos por HPLC.
Los péptidos generados en la digestión triptica son separados mediante cromatografía
liquida de alta presión (HPLC) en fase reversa. Se usó un cromatógrafo Waters equipado con una
columna ja Bondapack CIS, de 0.39 x 30 cm.
La muestra se disuelve en 200 jal de acetato amónico 10 mM, pH 6.5. se centrifuga 4 miii
a 11600 g y se inyecta en la columna. La separación se realiza en un gradiente del tampón acetato
amónico-acetonitrio en las siguientes condiciones:
- Tampón acetato amónico durante 20 fracciones (8 min).
- Gradiente lineal 0-30% de acetonitrio en el tampón acetato amónico durante 55 ruin (138
fracciones).
- Macla de acetonitrio-acetato amónico al 30% durante 30 fracciones (12 ruin).
- Acesonitrilo puro durante 18 ruin. Se recogen las 20 primeras fracciones de esta fase.
El flujo de la columna se mantiene a 1.5 mi/ruin, recogiéndose fracciones de 0.6 ml. La
detección de los péptidos de las moléculas de FILA-Al se realiza mediante contajes de la
radioactividad de alícuotas que contienen 1/2 - 1/5 de cada fracción en Aquasol (New Engjand
Nuclear). El contaje se realiza en un contador de centelleo liquido Beckman LS2800 equipado con
un programa para contaje siniultAneo de ‘H y ‘C con cálculo de l)PM.
El mapa peptídico se obtiene representando conjuntamente en la relación de escala
apropiada la radioactividad de ‘H y “C. frente al número de fracciones. Las fracciones que
componen cada pico son agrupadas y liofilizadas para, en su caso, posterior secuenciación
radioquimica.
3.3.4 An~ilWa dep4Zidos de rio iomaña
El gran tamaño de algunos péptido trípticos dificulta su análisis mediante mapeo con todos
los aminoácidos que presentan y su secuenciación radioquimica. Para obviar esta dificultad, el
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péptido tríptico aislado del mapa peptídico es liofilizado y digerido con otras proteasas que
generan péptidos de menor tamaño susceptibles de ser analizados con mayor facilidad-
En algunos experimentos se procedió a la digestión de los péptidos tr~ticos con dostripaina
(Clostridiopeptidasa B, Wortbington) que presenta especificidad de ruptura en el extremo
carboxílico de los enlaces peptidicos de arginuna y actúa también sobre los enlaces argínina-
prolina, poco susceptibles a la hidrólisis Iríptica (181). 1, enzima ha de ser activada previamente,
disolviéndose en acetato cálcico 1 mM con OiT 2.5 mM durante 2-3 it a una concentración de
2-5 mg/ml. Una va activada, la digestión se realiza en tampón fosfato sódico 75 mM. pH 7.6 con
100 «g de ovoalbúmuna como proteina fria. En condiciones nonnaiea. la digestión se realiza a una
relación enzima/susírato de 1:25 durante 6 It.. con una segunda adición en idénticas condiciones.
En ocasiones se realizaron digestiones a relaciones 1:5 durante 12 h, con una segunda adición.
En otros experimentos. péptidos trípticos Itieron digeridos con proteasa de Staphilococus
Aureus, cepa VS (Miles Laboratories). La muestra se disuelve en 400 pl de acetato amónico 50
mM, pH 4 con 100 pg de ovoalbúmina tripsinizada, a una relación enzinia/sustrato de 1:5 durante
12 it a 370<2. Se realiza una segunda adición en idénticas condiciones. En estas condiciones se
produce una hidrólisis selectiva del enlace carboxi-terminal de los residuos de glutámico (188, 189).
Ocasionalmente se realizó una tercera adición para conseguir la ruptura de enlaces especialmente
resistentes.
Tras la digestión con estas enzimas, se añaden 400 pg de un digerido triptico de
ovoalbúmina. disuelto en .100 pl del mismo tampón de digestión del péptido. La muestra se
congela a -800C y se liofihiza para su posterior fraccionamiento por HPLC.
3.3.5 Punficaekin onmatognffico de p4niáos cockqata
Los péptidos tripticos que coeluyen en el sistema cromatográfico descrito pueden ser
separados mediante un segundo fraccionamiento en un gradiente de agua-TFA/acetonitrllo-TFA
en las siguientes condiciones:
- Agua con 0.16% de ácido trifuoracético (TFA) durante 8 mm (12 fracciones).
- Gradiente lineal del O al 40% de acetonitrilo con 0.1% de TF.A a pH 2.1 en el solvente
anterior, durante 55 min (92 fracciones).
• Mezcla al 40% de los dos solventes durante 12 min (20 fracciones).
- Acetonitrio con 0.1% de TFA a pH 2.1 durante 12 miii (20 fracciones).
El flujo de la columna sc mantiene a 1 ml/n,in, recogiéndose fracciones dc 0.6 ml.
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3.3.6 Seo¿ctdadán mdioqukniaa.
La secuenciación radioqulmica de los péptidos obtenidos se realizó en presencia de 10
timoles de apomioglobuna en un secuenciadorBeckman de fase líquida. Posteriormentedispusimos
de un secijenciador de fase gaseosa (Applied Biosystems, 470A), llevándose a cabo la
secuenciación en ausencia de proteína fría, usando un programa O3CMAC. Las fracciones son
contadas con 4 ml de Aquasol en los contadores Beckman LS-25 o LS-2800 de centelleo líquido.
con doble canal de ‘FI y ‘C y cálculo de DPM en el 20 caso-
3.4 AMPLIFICACION Y SECUENCLACION DE cENA CODIFICANTE DE FILA-Al.
3.4.1 Csddtwboanianas (190).
3.4,1.1 Cepas bacterianas y vectores utilIzados.
Para el clonaje de los antígenos FILA-Al analizados en esta tesis, se han usado dos vectores
de donación distintos:
- Plásmido pIJOS, de 2.7 lcb, que contiene un sitio de clonaje rntltiple con secuencia de
restricción de las enzimas Eco Rl y FIind 111. Contiene un gen de resistencia a ampicilina, lo que
permite la selección de bacterias transformadas con este vector.
- Fago Ml3mpl8. de 7.2 kb. que contiene un sitio de clonaje múltiple idéntico al de pIJOS,
con los sitios de restricción de Eco Rl y Hind fIL
Estos vectores fueron introducidos, para su crecimiento, en dos cepas bacterianas:
- DES n E’. para el vector pUCIS. derivada de la cepa Dl-iI. Presenta una alta frecuencia
de transfeeción, con un genotipo Sup E44, ( Inc U169 (480 Inc Z M15)1. hsd R17, rec A, end Al,
gyr A96, thi-1 red Al.
- XLI-blue. para el fago MIS. que presenta un episoma con un gen resistente a tetraciclina,
lo que permite seleccionar las cepas susceptibles de ser transformadas. Tiene un genotipo sup E44,
hsd R17. ree Al. end Al. g,r A46, reí Al lac-. F’fpro AB+ Inc r lac Z M15 TolO (tel)].
Estas dos cepas contienen el fragmento C terminal del gen de la il-galactosidasa (genotipo
Inc Z MIS). que puede dar lugar a la enzima adiva en presencia de vectores (pIJO. M13, etc)
que lleven el fragmento N terminal del citado gen (Inc Z), mediante el fenómeno conocido como
o-complementación. Las bacterias transformadas con estos vectores son fácilmente reconociblés.
pues forman colonias azules en presencia del sustrato cromogénico X-gal (5-bromo. 4-cloro, 3-
dom B-D-calacsósido). Sin embargo, vectores recombunantes en los que se ha introducido un
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inseito en el sitio de clonaje múltiple situado en el gen lac Z, generan un fragmento N-terminal
que no puede dar lugar a la a-complementación. Las colonias transformadas con estos vectores
son incapaces de usar el sustrato X-gal. dando una coloración blanca que permite su detección
visual.
3.4.1.2 Medios de cultivo y ca-eclnilento bacteriano.
Los medios utilizados para el crecimiento de bacterias fueron:
- LB (Luria-Bertoni) compuesto de:
- 1% bactotrtptona
- 0.5% extracto de levadura
- 1% NaO
- 2xYT:
- 16% bactotriptona
- 1% extracto de levadura
- 1% NaCí
- TE <Terrific broth). que permite un rendimiento 4-7 veces superior en la obtención de
plásmidos:
- 1.2% bactotriptona
- 2.4% extracto de levadura
- 0.4% glicerol
En el momento de utilización se añade un volumen 1/10 de una solución 0.72 M K5HPO~
y ff17 M KH2P%.
Todas las soluciones se esterilizan mediante autoclavado a 120~C durante 25 min.
Para la preparación de placas de cultivo de medio sólido. se añade Bacto-agar hasta el 1.5%
antes del autoclavado. y se depositan posteriormente 5 ml del medio en placas de Petri de 10 cm.
donde se dejan gelificar. Para la preparación de ‘top agar” usado en el plaqueo de M13. la
proporción de Bacto-agar añadido es del 0.7%.
Para la selección de las distintas colonias, los medios se suplementan con:
- 50-lOO ~gr/ttd de ampiciina. para la selección de colonias transformadas con pUC.
- 50-150 pgr/ml dc tetracicluna, para la selección de bacterias XLI-blue con episoma,
susceptibles de transformación.
- 50 pgr/mJ de X-gal y t00 jaM de ha-VG (isopropil WD-íiogalacopiranósido. inductor de la
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síntesis de la galactosidasa), para la selección de colonias transformadas con los vectores
recombinantes, que dan coloración blanca en los cultivos en placa.
Habitualmente, el crecimiento se realiza durante 8-12 h a 37~C, en baño de agitación en el
caso de los cultivos líquidos. Las colonias bacterianas pueden ser conservadas 1 semana en medio
liquido a 0.40<2, hasta un mes en placa de apra 4~C e indefinidamente en medio de cultivo con
701 de DMSO a .7000.
3.4.1.3 Obtención de bacterias competentes.
Para hacer posible la incorporación de DNA extraño, las bacterias han de estar en un estado
competente que permita la transformación (191). El protocolo seguido para la obtención de
bacterias competentes, se basa en someter a las bacterias a un choque térmico en presencia de
cationes divalentes.
lina colonia bacteriana cultIvada en placa de Petri se crece en 5-10 ml de medio LB hasta
alcanzar una densidad óptica a 590 nm de 0.3-0.6. 1 mIde este cultivo se crece en 100 ml de 50<2-
Mg hasta alcanzar un densidad óptica de 0.48. El cultivo se enfría en hielo y se centrifuga a
durante 7 miii a 2000 g.
Se retira todo el sobrenadante y se resuspende el precipitado bacteriano en 30 ml de TíEl
con suavidad, en frío, dejándose en hielo 15 miii para el caso de XLI-blue.
Se centrífuga nuevamente y el precipitado se resuspende en 4 ml de TIBII, y se hacen
alicuotas de 200-400 pl que se congelan inmediatamente en nitrógeno liquido. Las bacterias
competentes son estables durante meses a -70~C.
Los medios utilizados en este protocolo son:
- SOC-Mg:- 2% bactotriptona
- 0.5% extracto de levadura
- 10 mM NaCí
- 2.5 mM KCI
- 20 mM MgCI,
-20 mM MgSO~
- TfBI: - 100 mM RbCI
- 50 mM MnCI2
- 30 mM acetato potásico
- 10 mM CaCI,
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- 15% glicerol
Se ajusta a pH 5.8 con ácido acético.
- TIBIE - 10 mM MOPS (ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico) pH 7.0
-10 mM Rbd
- 75 mM CaCI,
- 15% glicerol
El pH de MOPS se ajusta con NaOH.
3.4.1.4 trasformacIón de bacterias competentes.
70-100 pl de bacterias competentes se descongelan a temperatura ambiente, y se mantienen
a 0-4~C durante 15-30 miii.
El DNA del vector transformante es añadido en un volumen no superior a 1/10 delvolumen
bacteriano, manteniéndose durante 20 miii a 0-4~C. Se da un choque térmico a 4200 durante 90
seg y se mantienen 5 miii a 0~4tC.
En el caso de bacterias transformadas con pUCIS, se añaden 4 volúmenes de SOC-Mg-
Glucosa (solución de SOC-Mg con glucosa 20 MM) y se crecen 45 mm a 3700 en baño de
agitación. A continuación se centrifugan 10 seg a 11600 g y se resuspenden en 100 pl de medio
LB para plaquen en placas de medio LB con ampicilina.
En el caso de transformación con MB. 2.5 ml de top agar’ se funden a 4500 y se añade
tetraciclina a una concentración final de 100 ,sgr/ml y 300 pl de un cultivo de XLI-blue, que
servirá como cesped bacteriano para el crecimiento del fago. Se añaden las bacterias
transformadas y se extiende la mezcla sobre una placa de medio LS, cultivándose 8 1, a 370<2.
3.4.1.5 AIslamiento de plástaidos.
Los métodos utilizados en esta tesis para el aislamiento de plásmidos se basan en la lisis
alcalina de las bacterias hospedadoras, variando los protocolos en función de la cantidad de DNA
a aislar y del grado de pureza necesario en función de su uso posterior.
A- Maxipreparación.
~ste protocolo está diseñado para el aislamiento de gandes cantidades de plásmido.
1 .nl de cultivo de bacterias transformadas se adiciona a 250 mi de medio VB y se crece en
aeRación a 3700. A las 8-12 Sse centrifugan 15 miii a 4t0 a 2000 g. El precipitado bacteriano se
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lava con loo ml de ~lE (solución 0.1 M NaCI, 10 mM Tría-HO pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).
EA precipitado se resuspende en 3 ml de una solución SO mM GLucosa, 25 mM Tris-HO pH 6.0,
10 mM EDTA pH 8.0 y se mantiene 30 min a 0.400. Se añaden 8 ml de una solución recién
preparada de NaOH 0.2 M y SDS al 1%, se agita suavemente y se mantiene 10 misa a 0-400. A
continuación se añaden 6 inI acetato potásico 3 M pH 4.8 frío, con agitación suave y se mantiene
15 mín a 0-PC. Se centrifuga durante 30 mm a 0-PC a 2560 g para precipitar el DNA
cromosómico, RNA de alto peso molecular y los complejos de membrana celular, proteinas y SDS.
El sobrenadante que contiene el DNA del plásmido se atrae con IB ml de una meada de
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico en proporciones 25:24:1 (a partir de ahora la denominaremos
fenol/cloroformo). cencrifugándose 15 min a 4~C a 2500 g.
A la fase acuosa se le añaden 0.6 volúmenes de isopropanol y se incuba 15 misa a T. A. Se
centrífuga 15 min a 2500 g a T. A. para evitar la precipitación de sales y el precipitado de DNA
de plásmido se seca 5-15 miii a T. A. Se disuelve posteriormente en 1-4 ml de TE y se trata con
una mezcla de ribonucleasa A a una concentración de 100 ¡¿gr/ml y ribonucleasa TI a 100 U/ml
durante, al menos, 30 miii a 3700. Tras dos extracciones con tenoí/doroforzno y una con
cloroformo (mezcla de cloroformo y alcohol isoamílico en proporción 24:1) el DNA del plísnaido
está listo para su uso.
E- Minipreparación (192).
1.5 mIde cultivo bacteriano se centrifugan 30 sega 11660 g. retirándose abaustivaznente el
sobrenadante. Se añaden 100 ¡sí de una solución TE-sacarosa (25 mM Tris-HO pH 8.0, 10 mM
En-rA, 25 mM sacarosa) y se resuspende el precipitado en vortex, incubtndose a continuación 15
misa a TA. y 5 mi,, a 0-4~C. Se añaden 200 pl de una solución de NaOH 0.2 M, 1% SDS y se
mantieneS ini,, a 0-4~C. A continuación se añaden 150 ¡tI de una solución 3 M de acetato atidico
o potásico pH 8 y se incuban 45 mm o 15 mías respectivamente a 0-400. Se centriñiga 10 mm a
11600 gy se añaden 200 pl de isopropanoL incubándose 15 miii aTA. Se centrifuga la suspensión
10 mín a T. A. y el precipitado se lava con 200 pl de etanol y se seca en bomba de vacío. A
continuación se resuspende el precipitado en 50 pl de TE y se uncuba con ribonudeasa A y TI a
100 ¡sg/ml y lOO U/ml respectivamente durante 30 min a 3WC. Se realizan extracciones con
fenol/cloroformo y cloroformo y se precipita el DNA con la adición de 1/10 volúmenes de acetato
sódico 3 M y 2.5 de etanol, incubando 20 mm a -2O~C. Se centrifuga 30 misa a 11600 g a PC y el
precipitado del plásmido se resuspende en 106 pl de agua.
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Para purificar el DNA, se añaden 40 ¡sí de polietilenglicol (PEO) 6006 al 25% y 16 ¡¿1 de
NaCl 5 NL uncubándose 1 h a 0.400. Se centrífuga 30 mm a lIóOOg a 4C y se retira el
sobrenadante suavemente.
El DNA del plásmido así purificado, puede resuspenderse en agua y someterse a un proceso
de extracciones con fenol/cloroformo, cloroformo y precipitación con acetato sódico y etanol,
quedando un DNA extremadamente puro listo para su uso~
Si va a ser usado en secuenciación. en vez del proceso descrito, el DNA del plásmido se
resuspende en 100 pl de NaOH 0.2 M recién preparada en agua bidestilada y se añaden 4 pl de
EDTA 50 mM y 1-2 pl del oliogonucleátido iniciador a una concentración lmM. Se incuba 30 min
a 3700 y se precipUa el DNA desnaturalizado con 10 ¡¿Ide acetato amónico 7.5 M y 2.5 volúmenes
de etanoL incubándose 30 min a .2000. Se centrifuga en las condiciones babituales y el precipitado
se resuspende en la cantidad de agua necesaria para la secuenciación.
0- Minipreparación rápida.
Para el control del plásmido recombinante obtenido en colonias transfectadas, se siguió un
método rápido de aislamiento de pequeñas cantidades (1cM nxiniprep plus de Pharmacia) que rinde
un DNA puro, pero con contaminaciones de sales que lo hacen inadecuado para su uso en muchas
reacciones de biología molecular.
1.4 ml de cultivo bacteriano se centrifugan 1 mm a 11600 g. retirándose exhaustivamente el
sobrenadante. Se añaden 100 pl de la solución 1 (SGml Tris pH 8.0,50 mM glucosa, lO mM EDTA,
0.15% Kathon) y se resuspende el precipitado por agitación en voflex. Tras 5 mm de incubación
a 0~40C se añaden 200 ¡tI de la solución 11(0.8 M NaOH, 4% Triton X-100), meiclándose por
inversión. Tras incubar 5 mm a 0-400 sc añaden 150 pl de la solución 111 (3 M acetato sódico pH
4.8) y se incuba otros 5 min a 0-4~C. Se microfuga la suspensión 5 min a T. A. y se retira el
sobrenadante al que se adicionan 450 pl de isopropanol. Tras incubar 5-10 min y centrifugar, se
lava el plásmido con 250 ¡¿1 de isopropanol y se deja secar al aire. resuspendiéndose caSO pl de
TE. Tras el tratamiento con ribonucleasas y posterior proceso de extracciones con
fenol/cloroformo, cloroformo y precipitación con acetato sódico y etanol, se obtiene el DNA del
plásmido recombinante para su análisis en geles de agarosa.
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3.42 Geles de amos. y Southen, bloL
3.4.2.1. Geles de apios. analítIcos.
El análisis del DNA se realiza en geles de agarosa (Bio Rad o PMO) al 0.6-1% en TAE (40
mM Tris-acetato pH 8.0. lmM EDTA), con bromuro de etidio 1 ¡¿gr/ml para la detección de
DNA mediante luz ultravioleta.
La muestra se deposita en un tampón de carga con 0.01% de azul de bromofenol, 0.01%
xilencianol, 0.Oí M NaEDTA. 0.1% SDS y 5% de glicerol.
La electroforesis se realiza a voltaje constante de 90 V durante 30-120 miii, en función del
tamaño del DNA a analizar, en TAE.
3.4.2.2 Geles de agarosa preparatIvos y aIslamIento d. banda
Para la extracción de bandas de DNA separadas por electroforesis, se realizan geles de
agarosa de bajo punto de fusión (Bio Rad o PMO) en las mismas condiciones que los analíticos.
Para el aislamiento de las bandas de interés, se usó el Idi de Gcneclean (Bio 101), cuyo
protocolo se describe a continuación.
Se corta la banda de DNA deseada, procurando que contenga la mínima cantidad de agarosa
posible, y se añaden 15-3 vol de Nal 6M (estimando un volumen de 1 pl por mg de banda). Se
mantiene 5 miii a 5500 con agitaciones frecuentes para disolver la agarosa y se añaden 5 ¡4 de
Glassn,ilk (matriz de silice que une DNA), manteniéndose 5 mm a 0-400 con agitaciones cada
minuto. Este soporte adsorbe DNA bicatenario de 200-5060 bp, muy poco DNA monocatenario
y RNA y no adsorbe proteunas ni sales. Se centrifuga 5 seg a 116005 y el precipitado se lava 3
veces con 10-50vol de New Wash frío (solución de Tris/NaCI/EDTA/50% etanol). El precipitado
se redisuelve en lO pl de agua y se incuba 3 mi,, a 45-5500, microfuglndose 30 seg. El
sobrenadante contiene el DNA extraido del gel. El precipitado vuelve a ser extraido con otros 10
pl de agua. recuperándose un 20% del DNA extraido anteriormente.
3.4.13 SonIbero bId.
El análisis de la especificidad del DNA presente en geles de agarosa, se realiza mediante
Soushenn blot, que consiste en la transferencia a filtros adecuados del DNA presente en el gel y
su hibridación con sondas especificas (193). El procedimiento usado fue la transferencia alcalina
a membranas Z-probe (Bio liad).
2 trozos de papel Wbatman 3M previamente humedecidos, se colocan en una superficie
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horizontal en contado con un reservorio de NaOH 0.4 M (tampón de transferencia). Se coloca
el gel de agarosa. evitando la formación de burbujas, y sobre éste una lámina de Z-probe
humedecida. A continuación se colocan 2 láminas húmedas de papel Whatman 3M y toallas de
papel para absorber la solución de transferencia. Tras un mínimo de 4 Ii de transferencia, la
membrana de Z-probe se lava en 2xSSC (0.3 M NaO, 30 mM citrato sódico pH 7) y se realiza
una prehibridación de 30-60 mis, a 500 por debajo de la temperatura media de fusión de la senda
a utilizar <calculada según la fórmula: Tm 4(G4-C)-f2(A+T)) en el tampón:
- SxSSPE (0.75 vn NaCI. 50 mM NaHPO, 50 mM EDTA, pH 7.0)
- l0xflerihards (0.2% FicoIl, 0.2% polivistilpirrolidona. 0.2% albúmina de suero bovina)
- 0.1% 51)5
- 40 mgr/ml DNA de esperma de salmón
La hibridación con la sonda elegida se realiza durante un mínimo de 3 h a 500 por debajo
de la temperatura de fusión, en un tampón análogo al anterior, excepto que es SxDenhardt
Una vez hibridada, la membrana de transferencia se java 2 veces durante 20 min a T. A. en
óxSSC y 3 miii a la temperatura de hibridación.Las bandas con DNA complementario a la sonda
usada, se localizan mediante auroradiografía en película Rodad X-Omat 5 -7000. usando unas
pantallas amplificadoras Valterrar 6 (Valca).
3.4.3 OEgonu&ñndar ,Slnadoi
3.4.3.1 Descripción.
Diversos oligonucltótidos se han usado tanto como iniciadores de las diversas reaccionesde
síntesis, como sondas especificas para detectar la presencia de DNA de HLA-A2.
- 5’ LP Hlfl: 5’-OCAAGCIJATGACGGTCATGGCTCCCCGAACC-3
OLiogonucleótido utilizado como iniciador de la reacción en cadena de la polimerasa (POR).
Abarca los residuos 1-24 del exón 1, con una cola de 8 bases en el extremo 5’ que incorpora un
sitio de restricción Mmd III (subrayado). No es específico del antígeno HLA-A2. sino que es
homólogo a todos los alelos de clase 1(194).
- 3 UT Rl: 5-GCGAAfl~AGTCCCACACAAGCCAGCTG-Y
Oligonucícótido utilizado como iniciador de la síntesis de cDNA por la tranacriptasa reversa
y en 1. POR. Es complementario al extremoS’ de la región 3’ no traducida de la hebra + de los
antígenos de clase 1. e incorpora un sitio de restricción para Eco Rl (subrayado) (194).
- AL,1: 5’-GACOGGGAOACACGGAAACTGAAG-3
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Oligonudeótido utilizadocomo iniciador de lapolimerasa ea las reacciona desecueaciaciór..
Abarca los residuos 180-203 deI ezón 2 del antígeno HLA-AI, siendo especifico de este alelo.
• A2n2: 5-TOCAGCltAGA~ACCAAGCACAAGT-3’
Iniciador en las reacc4ones de secuenciación y sonda específica de HLA-A2. Abarca los
residuos 142-168 del exón 3 de éste.
- AlaS: 5’-GAGCTCGTGOAGACCAG-3’
Iniciador de la síntesis por la polimerasa en las reacciones de secuenciación. Abarca los
residuos 138-154 del exón 3 de HLA-A2.
La figura 3.2 representa la locaflzación de los distintos oligonucleótidos en la cadena de
cDNA de antígenos de clase 1.
Los oligonucletitidos descritos fueron sintetizados en un sintetizador automático de DNA.
modelo 391 de Applied Biosystems.
34.3.2 Purlflndóz. de ollogonneleóti¿las.
Debido a los errores en el proceso de síntesis, los oligonucleátidos han de ser purificados
por separación electroforética en geles de poliacrilamida. compuestos de:
- 20% acilamida
- 1% bis-acrllamida (N.N’-bis-metilen acrilaraida)
- 48% urea
- 006% persulfato amónico
- 0.03% TEMED (tetrametiletilendianinina)
en tampón TEE (0.9 M Tris-borato pH 8.0, 2 mM EDTA).
5’LP Alo! A2o2 A2a3 3151
* e *
LI Ex2 Efl Ex4 LS Ex6Exl LS
Figura 32- Esquema a escala del cDNA codificante de HL&-A2, en el que se indican la posición
de los distintos exones y de los oliogonucícótidos utilizados en la POR y en la secuenciación.
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El oligonucledtido liofilizado anteriormente se disuelve por agitación en vortez en un tampón
al 90% de fonnamida, 0.1% arad de bromofenol y 0.1% zilencianol- Se calienta en baño en
ebullición durante 2-3 mi,, guardándose a 0-400 hasta su carga ea el gel. La electroforeis se
realiza a un voltaje constante de 500 V durante 2 b en tampón TEL
Mediante iluminación con luz ultravioleta del gel colocado sobre un soporte de gel de dice,
se visualiza el oligonucleótido. El gel se corta justo por debajo de la banda y se coloca sobre una
bandeja horizontal, solapando la banda con una tira de papel Whatman DE8I. Con 2 piezas de
papel Whatn,an 3M colocadas sobre el extremo inicial del gel y sobre el final del Whatman DEAI
respectivamente y en contacto con 2 resetvoflos de TEL se establece tau puente salmo que
permite realizar una electroforesis en las mismas condiciones anteriores. El oligonucieótido se
transfiere al papel de celulosa, quedando retenido en él.
Mediante iluminación con luz Uy se detimita la zona donde ha quedado retenido. Esta zona
se coloca en una solución 20 mM de Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1 M Nao y se agita en
vortex hasta su completa disgregación.
Con una columna con un filtro de vidrio sinterizado que retiene el papel, se elimina el
tampón de disgregación. Se añaden 5 mIde un tampón de elucido 20 mM Tris-HOpH 8.0, 1 mM
EDTA, 1 M NaCI, recogiéndose fracciones de 400 ¡¿1 a las que se añade 1 ml de etanol y se
guardan a -7~C lSh. Tras centrifugar 30 min a 11600 ¡a 400, se decanta el sobrenadanteyse
seca al yacio cada tubo: El precipitado de cada tubo se solubilizaen agua, juntándose todAs la&
fracciones. Mediante la determinación de la absorbancia a 260 nni, se calcula la cantidad de
oligonucleótido purificado. teniendo en cuenta que una concentración de 20 mg/ml presenta una
unidad de absorbancia.
3.433 Marcaje radioactivo de sondas
Para su utilización como sondas de hibridación. se procede al marenje radioactivo de
olisonucledtidos en su extremo 5’ con la T4 pohnucieótido quinasa:
- 50 pmoles de oligonucleótido
- 25 pCi de y-MP-AI’P (actividad específica 3000Ci/mmo)
- 100 mM Tris-HCI pH 8.0
• 13.3 mM MgCI
5
- .5.6 mM DTT
-l mM ATP
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La reacción se lleva a cabo durante 45 mlii a 3700, añadiendo 1.5 pl de quinasa.
3.4.4 Obnddn decOMA de ant/rías & chase L
3.4.4.1 AlsIamIeceo de RNA.
1-5.10’ células lavadas en PBS, se resuspenden en 1 ml de PBS y se centrifugan 10 seg a
11600 & Tras retirar cuidadosamente el sobrenadante, se lisa,, en 200 pl de una solución de NP-
40 al 0.5% y lO mM de vanadil ribonucleótidos <VRN) en flM, mediante agitación en vortez e
incubación a 0-400 durante 5 min. Se agita en vortes brevemente y se precipitan los núcleos
celulares mediante centrifugación a 11600 g 1 mm a 400. Al sobrenadante se añade un volumen
de una solución de SDS al 1% en flE y se agita en vortez brevemente.
A continuación se procede a una serie de extracciones en fenol/cloroformo con 0.1% de fi-
mercaptoetanol, hasta la total extracción de los VRN (eliminación de la coloración oscura,
típicamente tras 10-12 extracciones). Tras una última extracción en cloroformo, se precipita el
RNA con acetato sódico y etanol, incubando 15 mm a -7000 y centrifugando 30 miii a 11600 ga
4~C. El precipitado se seca a T. A. durante 15 miii y se resuspende en 400 pl de acetato sódico
0.15 M. Se añaden 880 ¡4 de etanol y se incuba 18 it a .2000. Tras centrifugar colas condiciones
anteriores, se repite el mismo proceso con el precipitado obtenido.
El precipitado de RNA se resuspende %n 50 pl de agua y se alniacena a 2000. Una alícuota
se cuantffica espectrofotométricamente a 260 y 280 nm, asumiendo una concentración de 40
mg/ml por unidad de absorbancia.
Las soluciones usadas en este aislamiento se preparan a partir de agua tratada con 0.1% de
dietilpirocarbonato, para destruir las ribonucleasas presentes, durante 18 h a T. A. y autoclavada:
flM: - 0.1 M Tris-MCI. ph 7.6
- 0.15 M NaCI
- 0.002 M MeO,
flE: - 0.1 M Tris-HO pH 7.6
- 0.15 M NaCí
- 0.005 M EDTA
El rendimiento típico de este proceso es de unos lO pg RNA/10’ células.
3.4.4.2 SíntesIs de cDNA.
La síntesis de cDNA codificante de antígenos de clase 1 se realiza a partir de 5-20 wg de
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RNA, usando el oligonucleótido 3 ¡iT Rl como iniciador de la reacción de la tranacriptasa
revena, en 50 pl de la macla de reacción:
- 1 ~.M3 ¡iT Rl
- 200pM de cada dNTP
-2niMDfl -
- 10 mM Tris-HO pH 8.3
-SO mM KO
- 1.5 mM MgCI,
0.01% gelatina
- 2 u inhibidor panae~tico de la ribonucleasa
- 2 II transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis avícola
La reacción transcurre durante 1 it a 4200. El cDNA así sintetizado se guarda a 2000.
3.4.5 Amplificación cDNA de antfgenar de clase? nted,ante POR.
La estrategia seguida para la obtención del cDNA de antígenos de clase 1 se basa cola PCR,
que pennite la amplificación selectiva de fragmentos de DNA, mediante la utilización de pares
de oligonuclcótidos específicos que hibridan en los extremos5y Y del material a amplificar (195)-
Así, desnaturalizando el DNA de partida e hibridando con los oligonucleótidos iniciadores, se
consigue, en presencia de una polimerasa termoestable, la síntesis de una hebra complementaria
al DNA molde con cada iniciador, duplicando la cantidad de DNA específico presente en la
muestra. Sometiendo la muestra a un nuevo ciclo de desnaturalización, hibridación con los
iniciadores y síntesis de DNA por la polimerasa. se consigue la amplificación exponencial del
DNA.
La especificidad de la reacción es muy dependiente de las condiciones en que se lleva a cabo-
Tanto la elección en cada proceso, como los tiempos de cada paso, el tampón de reacción y las
cantidades de material de pat-sida. van a determinar la especifidad y fiabilidad de la reacción.
Debido a la multitud de parámetros que influyen en el proceso, se realizó la POR en condiciones
esíandar de temperaturas y tiempos de reacción previamente establecidos (194) y que fueron
adaptados a nuestro sistema (termociclo programable, H~baid). Se usaron dos tampones estandar
de reacción con diversas cantidades de catión MC. que determinan tanto la especificidad como
el rendimiento de la reacción.
Se usaron 2 oligonucle6t~os que mapean en el extremo 5’ de la redón Y no traducida (3
5-7
Uf Rl) y en el extremo 5’ del exón 1 (T LP HIlfl. Dado que estas dos regiones son muy
homólogas en todos los antígenos de daza 1 y que existen móltiples tr~nsaitos de RNA
codificante de los diversos antígenos de dase 1 de la célula (al menos 6 en una célula
heserozigota) no esposible el diseño deoliqonudeótidosque permitan la amplificación específica
de uno deteminado. Adenula, aun asando elio fuer. posiMe en el aso de una combinación
conan de antígenos prescitas en un individuo, la pan capacidad de esta téctica y las
condiciones superóptimas en las que se lleva a abo~ darían lugar a la amplificación de los
trAnscritos codificantes de otros antígenos lILA presentes en la célula,- aunque en menor
proporción que el deseado, pero que iniposibilitarían la swienciaddn directa del material
amplificado. Es necesario, por tanto, donar el materia] amplificado para la selección del cDNA
que codifica para el antígeno lILA-Al (113). Por eh, los oligonudedtidos indicados presentan
un sitio de reconocimiento para la enzima de restricción Eco Rl (Y Uf Rl) y para Hind III (5’
LP MIII) que permite introducir el DNA amplificado en los vectores adecuados.
Los tampones en los que se llevaron a cabo las reacciones fueron:
A: -lOmMTris-HOpHSS
-50 mM KO
- 001% gelatina
- MgCJ2 a diversas conflraciones: 0.5 mM, lmM, 1.5 mM, 2 mM, 3mMy 4rnM.
B: -ámMTris-HOpH&3
-30 mM 1<01
- 0.006 % gelatina
- 1.6 mM MgO,
La reacción tiene lugar a partir del cDNA sintetizado a partir de 1-2 pg de RNA, en 50 pl
del tampón elegido en presencia de una concentración 130 pM de dNTP, 1 mM de los
oligonucle’itidos iniciadores y 1.25-2.5 U de la DNA polimerasa de l7sennus aquañcus (Taq
poliznerasa). Previamente a la adición de la enzima, la mezcla de reacción se calienta a 95
005mb,
para desnaturalizar el complejo RNA-oDNA.
La reacción se lleva a cabo en 30 ciclos de amplificación consistentes en:
- hibridación de iniciadores: 220 seg 35.500
- elongación del DNA por la polimerasa: 10 min a 7200
- desnaturalización del DNA sintetizado: 110 seg a 9200
Posteriormente se realiza uncido final de extensión en las mismas condiciones, pero con un
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tiempo de elongación de 15 min.
El análisis de la reacción se realiza por electroforesis en gel de agarosa al 0.6% de 1/lO de
cada reaión, para determinar el tamaño del material amplificado, y posterior Southesn Mor con.
la sonda A2a2 para detectar la presencia de cDNA de lILA-Al entre el material amplificado. -
3.4,6 Con delcOME anq,lifloado¡rr POR
3.4.6.1 AIslamIento y clonaje en ptJt
Las reacciones de amplificación que rinden una banda de un tamaño aproximado de 1.1 kb,
correspondiente al tamaño esperado del cDNA de trAnscritos enteros de antígenos de dase 1. y
que contiene HLA-AI detectado por Southern blot, son cargadas en geles de agarosa de bajo
punto de fusión y sometidas a electroforesis en las condiciones descritas. Se aisla la banda de 1.1
kb con Geneclean (Bio 101 Inc.) y se somete a digestión con 10 ¡ide las enzimas Eco Rl y Hind
¡U en un tampón lo mM Tris-MO pH 8.0,5 mM MgCI> 100 mM NaO, 1 mM 2-mercaptoetanol
durante 3 it a 3~C.
Paralelamente, 1-2 ,‘g de pUCIS se digieren con 2 U de Eco Pi y Mmd III en las mismas
condiciones, para geñerar extremos compatibles donde introducir el material amplificado.
Tras un proceso de extracción en fenol/cloroformo y clorofonno, y posterior precipitación
con acetato sódico y etanol, se procede al ligamiento del material amplificad con 200-300 ngde
pl)Clt a distintas relaciones inserto/vector. La reacción tiene Jugar en 20 pl del tampón de
ligamiento con 1 U de T4 DNA ligasa (Boerbinger Manheiza) a 1500 durante un mínimo de 4h.
El tampón de ligamientoque se un es el siguiente:
- 2mM ATP
-66 mM Tris-HO pH 7.5
- 5mM MgO,
- lmM DTE
Bacterias OMS oP competentes se transforman con 1/3-1/2 de cada reacción de ligamiento
en las condiciones descritas y se siembran en placas Petri de 10 cm con medio LB con IPTO, X-
gal y ampicilina, incubándose 12 it a 3700.
3.tó.2 Alslzageato y seleccIón de colonl.s tecombtnatites,
Las colonias transformadas con vectores recombinantes son seleccionadas por su coloración.
blanca, frente a las que incorporan vectores sin inserto, que presentan coloración azul.
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Estas colonias se transfieren simultáneamente a dos placas de Petri, una con membrana de
s»4on (Mybon-N, Mnersham) colocada sobre el medio dealtivo LB y otra de medio de cultivo
LB con ampicilina. que savirín para la idesuifleación de las colonias que presentan cDNA de
HL&-A2 mediante hibridación y para el oredniiento de las colonias. respectivamente.
Tras incubar 12 h a 3100, la placa normal se guarda a 400 y la membrana se procesa para
su hibridación con la sonde A2a2, segón el protocolo siguiente (196):
- Desnaturalización en una solución 0.5 N 14a011, 1 M NaCI, 5 miii a It A.
-NeutralizaciónenlMTris-HCtSMNaCISminatA
- Lavado en ZXSSC 5 mio a 7. A.
- Secado 30 min a T. A.
- Fijación del DNA a la membrana durante 2 h a 8000,
El filtro con el DNA de las colonias recombinantes es prehibridado 0.5-1 it a 1000 por
debajo de la temperatura media de fusión de la sonda en las mismas condiciones descrita, para
el Southenn blot. La hibridación y lavados se realizan en las mismas condiciones, salvo que se
utiliza un temperatura de hibridación 1000 por debajo de la Tm-
Las colonias que presentan aNA de lILA-Al se crecen en 1 ml de medio LB y se congelan
a -7000 en 7% DM50. Algunas de ellas se crecen en 10 ml de medio LE con ampkuhia para el
aislamiento y subclonaje del vector.
3.4.7 Sabdonaje es MlSnqil8 del cDPU&A2 clamado ípUC.
Para facilitar la secuenciación del DNA codificante de Al. el material donado en pIE y que
hibridaba con la sonda específica de liLA-Al. se subeload en la forma replicativa del ~go
MlSmpl8, que al infectar bacterias XLI-Nue libes-a al medio un DNA monocatenario fácilmente
aislable y de alta pureza que permite su secuenciación.
3.4.7.1 AIslamIento y suhelonaje es Mli del DNA de Al lnhnduddo en pUC-
Plásznidos reaimbinantes que contienen etNA de lILA-Al son aislados por
minipreperaciones segón el método descrito. Mediante digestión con Eco Rl y Hind m y
electrotoresis en gel de agarosa de bajo punto de fusión, se gestera una banda de 1.1 lcb
correspondiente a] DNA de HLA-AI donado, que se aisla por el método de Geneclean.
Cantidades variables de este DNA se ligan con 200 ng de Ml3mplS RF tratado con Eco Rl
y Hind III en las mismas condiciones que para el donaje en pU0, procediéndose a la
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transformación de bacterias XLI-blue competentes con 1/3-1/2 de la macla de ligamiento.
Medlante plaquen en “top agar con X-gal, IPTG y tetracicluna, e incubando Lb a 37~C, se obtiene
un cesped bacteriano con placas de lisis generadas por el fago.
3.4.7.2 AIslamiento y erecímíecto de MIS ,-ecombinante.
La presencia de X-gal e IPTG permite la selección de fago rmbinante por la ausencia de
color en las placas de lisis. El agar de estas zonas se recoge con pipetas Pasteur estériles y se
deposita en tubos Eppendorf con 0.5-1 ml de medio 2xVT. pennitiendo la difusión del fago
durante 30-60 mm a T. A. tras lo cual se guarda a 4~C, donde M13 es estable por tiempo
indefinido.
Para el crecimiento del fago se cultivan 50 pl de la dilución de fago en 5 ml de 2xYT con
tetraciclina al que se le añaden 200 pl de un cultivo fl1-blue durante 6-8 it a 3~C. Las bacterias
se precipitan por centrifugación a 1000 g duranteS mm y el sobrenadante con el fago se guarda
a 400 para su posterior uso.
3.4.8 Sectenciadón de MIS-AL
3.4.8.1 AIslamiento de DNA de MSS-Al monocatenarlo.
1.2 mIde fago obtenido como se detalla anteriormente, se centrifugan 5 min a 11600 g para . - -
eliminar tas bacteria presentes. El sobrenadante se vuelve a centrifugar, recogiéndose el nuevo
sobrenadante con cuidado para evitar la contaminación bacteriana.
A continuación se añaden 250 ,.l de PEG 6000 al 20%, 15 M NaO y se incuba 30mb, a 0-
400. precipitándose el DNA monocatenario por centrifugación de 5 mm a 11600 g a T. A. Se
retira el sobrenadante con cuidado, centsifueándose nuevamente durante 10 seg para permitir la
retirada tota] de líquido.
Al precipitado de DNA se añaden 100 »l dc una solución 20 mM Tris-HO pH 7.2, 0.2 M
NaCI, 1 mM EDTA (o 100 pl de TE) y se extrae con lOO pl de fenol, agitando en voflez 1 miii
y permitiendo la separación de fases durante 15 niin a T. A-Se centrifugan 5mb, a 11600 gy se
vuelve a extraer la fase acuosa con 100 pl de cloroformo, precipitándose el DNA con acetato
sádico y etanol. El precipitado se tava con 1004 de etanol al 90% y se disuelve en 10 pl de agua
bidesilada, quedando lino pata su secuenciacit5n.
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348.2 ReaccIones de secueneladón.
La secuenclación del M13-Al monocatenatio se realizó por el método de dideoui (197),
utilizando el Mt de Sequenasa (USA) y los oligonudeótidos descritos:
1- Hibridación de la muda:
-7 pl de DNA de M13-Al
-2 pl de tampón de secuencia (200 mM Tris-HO pH 75. 100 mM MgCI, 250 mM
NaO)
- 1 pl de olsgonudedt.do minador 0.5-2 pM
Se calienta durante 2 mm a 65C y se deja enfriar lentamente basta menos de WC para
permitir la hibridación del iniciador.
2- Reacción de marcajes:
A la mezcla de hibridación se añaden:
- tul Dfl 0.1 M
- 2u1 mezcla de marcaje (1.5 pM dGTP, ti pM dCTP, LS pM d1TP)
-05 pl “S-dATP (actividad específica l0000i/mmol)
- 2 pl Sequenasa diluida (3 u de Sequenasa en 10 mM Tris-Ma pH 7.5, 5 mM IT
0.05% BSA)
Se realiza la resarión de marcaje a TA, durante 2-5 aún.
3- Reacción de terminación:
A 4 tubos conteniendo cada uno LS pl de una muda de terminación (solución 80 ptA de
cada dNfl, 50 mM NaO y 8 ptA del ddNTP correspondiente) se les añaden 35 pl de la reacción
de marcaje y se incuban durante 5 mm a 3700. La reacción se para añadiendo 4 pl de una
solución de parada que contiene 95% formamida. 20 mM EDTA, 005% azul de bromofenol y
0.05% zilencianol.
la reacción de secuencia puede guardarse a 0~40C hasta su carga-
Para resolver compresiones en el gel de secuencia, se realizan secuencias con OITTP, en las
que la mezcla de marcaje es 3pM dlTP. 1.5 pM dCTP. 1,5 pM drl’P y las mezclas de terminación
son 160 pM dITP, 80 pM dATP, 80 pM dc!?, 80 pM dr!?, 50 mM NaO y 8 ptA del ddNTP
correspondiente.
3.4.8.3 Electrol’oresls en geles de pollacrIlamida pal. secuenda.
las electroforesis se realizan en geles de poliacrilarnida de 0.4 mm de espesor y 40 cm de
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longitud, compuestos de:
- 42% urea
- TBE (0.09 M Tris-borato, 0002 M EDTA)
- 8% acrilamida
- 0.05% pérsulfato amónico
- 0.03% TEMED
La electroforesis se realiza a potencia constante de 45 W, dando un voltaje de 1500-2000 V
una intensidad de 35 mA en tampón TBE.
Una vez realizada la electroforesis, el gel se seca sobre papel Wbatman 3M al vacio a 800C
y se autoradio rafia en películas X-On,at de Kodak.
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4. RESULTADOS
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¿RESULTADOS
41 CARACTERIZACTON BIOQUIMICA DEL ANTIGENO HLA-A0209 EXPRESADO EN
LA LINEA OZE,
Mediante la combinación de IEF y de estudios de reactividad de Cflz alogénicos se
comprobó la existencia de 4 subtipos de ¡4TA-Al: AlA, Al.2, AV y AlA. Los tres primeros son
distinguibles mediante IEF, siendo A2.2 una unidad de carga más básico que AZ.1, y AI3 una
unidad de carga más ácido. A.2.4 presenta el mismo punto isoeléctrico que Al.1.
En el mismo estudio que definió estos subtipos (109>, se detectó la existencia de una variante
del antígeno HIA-AI que no se ajustaba a este patrón de conejación entre pl y reactividad frente
a Cris. PEla del individuo portador de esta variante (OZB> eran reconocidos como Alt por
CrLs específicos de este subtipo, pero presentaba un pl una unidad de carga más ácida, idéntico
al del subtipo A2.3. En esta primera parte de la tesis hemos analizado esta variante de Al con el
@eío de definir los cambios estructurales que determinan las características funcionales y
bioquñuicas descritas.
la estrategia seguida para el análisis de la variante HI.A-Al expresada en la línea OZE, fue
la del niapeo peptidico comparativo con el antígeno A0201 expresado en la línea ¡Y, cuya
secuencia es conocida (86).
4.1-1 Loatézñdn de un ¿Inico p4nido de difcada azarka mo/indas ,42-OZB <A0209>y
A 0201 ene) dominio oS.
La comparación entre los antígenos A2-OZB yA020l, se realizó mediantemapeo peptidico
comparativo con los aminoácidos Tyr, His. Iys, Pro, Len y Ala, que cubren todos los péptidos
trípticos de la porción exaracelular del antígeno lILA-Al.
Los mapas de Tyr e Mis muestran la identidad de todos los ptptidos que contienen estos
aminoácidos (fig. 4.1.l.A y B). Los mapas de Leu (flg 4.1.2A), Lys (fig. 4l3A) y Pro (flg.
4.13.B) muestran la presencia deun pico de diferencia de ‘14 (picos L3, K5 y PS. respectivamente)
y un pico de diferencia de ‘0 (picos L4 Kty 1>6. respectivamente), que eluyen en posiciones
análogas en los tres mapas (fracciones 68-70 para el pico de diferencia de ‘14 y 74-76 para el de
‘C). El mapa de Ala presenta un Onico pico de diferencia de “0 (AS) que <luye en la posición
76. pero carece de pico de diferencia de ‘14 (fig. 4.1.4).
El pico de diferencia de ‘H U, que contenía también radioactividad de “0, fue purificado
en gradiente de TFA. mostrando la presencia de un Onico pico de diferencia de ‘E. L3.2.y un pico
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al marcaje con Ma.
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idéntico que coeluye en el mapa de La (Hg. 4.IZB).
Estos datos indican la existencia de un único péptido de diferencia entre las dos moléculas,
que contiene Len, Lys y Pro, pero que no contiene His ni T>t La ausencia de Im pico de
diferencia de ‘14 en el mapa de Ala, indica que este péptido contiene Ala en la molécula de
0V0201, pero no en la de AI-OZE, que habría sido sustituida por otro aminoácido.
La secueacia radioqulmica de los picos LII y LA indica que el péptido de diferencaa
contiene La en la posición 11 (Hg. 4.1-ZA). El pico LA presenta, además, radioactividad de ‘¡4
y “0 en el ciclo 2, debido a la presencia de un péptido idéntico contaminAnte, pues no existe
ningún péptido tríptico de la molécula de Al que tenga Leu en las posiciones 2 y 11 (tabla IV).
El único péptido tríptico que presenta Leu en la posición 11 es el que cubre los residuos 220-
243 (DOEDOTQI)TELVETRPAGDGTFQK), que contiene residuos de Pro, L>~ y Ala, pero no
de Tyr ni His. Por tanto, el único péptido de diferencia entre los antígenos Al-OZB y A0201 es
el péptido 210-243 que se localiza en el dominio oS. La ausencia de un pico de diferencia de ‘14
en el mapa de Ala indica, además, que en la molécula AI-OZE debe haber al menos un cambio,
localizado en el residuo 236 (Ala ea AO2OI).
411 DelunzmaAn de La ¿epñn de d4k’nña alp#$ido 233-241
El análisis radioqulmico de la estructura primaria del péptido 220-243 requiere, dado su pan
tamafio, la fragmentación en péptidos menores que posibilite la secuenciación radioqulmica del
péptido marcado con los distintos antoácidos. Dada la presencia de un enlace parcialmente
resistente a la hidrólisis tríptia en la molécula de MO2Ol (Arg,,,-Pro,1), se intentó su ruptura en
condiciones mas drásticas de reacción. Puesto que el péptido 220-243 contiene 4 residuos de flr
distribuidos a ambos lados del enlace, se realizó el mapa correspondiente a este aminoácido con
el objeto de delimitar la zona de diferencia entre los dos antígenos-
Como se esperaba. los únicos picos de diferencia presentes en el mapa de Thr, T4 y TS. son
los que corresponden a los péptidos 220-243 de las moléculas AI-OZE y A0201 (Hg. 4.l~).
Ambos picos fueron recogidos y digeridos conjuntamente con tripsina a una relación
enzima/sustrato de 1:5 y recromatografiados (Hg. 41.6A>. En el cromatograma se obsejva una
digestión pardal del péptido de “0 correspondiente a AO2Ol. pero no del péptido variante La
digestión a una relación enzinia/sustrato de 1:1 revela la total hidrólisis de eniace Arg-Pro.,, de
A0201, pero la absoluta resistencia a la misma de la molécula variante (Hg. 41.6B). Realizarnos
entonces una digestión con clostripaina. enzima que presenta especificidad de hidrólisis del enlace
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Tabla IV. ftptldos trípticos de la molécula de HLA-A2t
GSHSMR’
‘YFFI7SVSR’.PGW’
‘GEPR5
»FLAVcIYVDDTQFVRa
>FDSDAASQR
‘MEPR
APWIEOEGPEYWDGETRe
tKvlcs
AHSQTHR”
‘%‘DLGTLR~
OGYYNQSEAGSMTVORW
¶iVGCDVGSDWRt
‘%YHOYAYDGK~
‘»DYIALK”’YEDLR0’
»swrAADMAAQTrK1~~
“‘HK’t”WEAAHVAEOLR”1
IMAYLEGTCVEWLRISRIt
“YLENGK”
“‘ETLQR”’
~rDAPK
‘THMTHHAVSDHEATLR~
CWAIGFYPAEIWTWQR”’
mDGEDOTQDTELVETR~’9PAGDGTFEK>’~
WAAWVVPSGOEQR~’
~‘YTCHVOHEGLPK5YPLTLR~
Se índica la posición de ruptura posible con tripsina y el péptido de mayor rendimiento (en
cada linea) en aquellas localizaciones donde se produce ruptura parcial.
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Figura 4.15- Mapa tríptico comparativo entre los antígenos Al-OZ~ y A’0201 correspondiente
al marcaje con Thr.
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peptídico del extremo C-carboxilo de la Mg (187). obteniéndose el mismo resultado (fig. 4.1-6.0).
Estos resultados demuestran que los cambios en la molécula de Al-OZB aumentan la resistencia
a la hidrólisis del enlace Arg-Pro. que no puede ser procesado por las endopeptidasas
especificas de residuos básicos en las condiciones más drásticas.
Diseñamos entonces una estrategia basada en el procesamiento del péptido 220-243 con la
proteasa VS de Staphilococus Aureus, que hidroliza enlaces peptidicos en los extremos 0-
caboxílicos de residuos de Glu, y en condiciones especiales o más drásticas de reacción, los de Mp
(188, 189).
la digestión conjurtta de los picos T4 y TS con VS generó 2 picos idénticos (TV1 y TV2),
un pico de diferencia de ‘14 (TV3) y otro de ‘0 (TV4) (Hg. 4.l.7A). Las secuencias radioqulmicas
que se representan en la Hg. 4.l.7.B muestran la presencia de mr en las posiciones 3 y 6 de los
picos INI y TV2, lo que indica que corresponden a péptidos idénticos en ambas moléculas que
comienzan en la posición 223. Las secuencias de los picos TV3 y TV4 muestran la presencia en
los ciclos 1 y 8 de radioactividad de ‘14 y “0 respectivamente, indicando que corresponden a los
péptidos 233-243 de Al-OZB y M0201. respectivamente (TRPAGDGTFQIC en A0201)-
A continuación se obtuvo el mapa tríptico de Val (flg 4.1-SA). aislándose los dos picos de
diferencia V4 y VS. que fueron sometidos a digestión con VS. El cromatograma correspondiente
muestra la presencia de dos picos idénticos. VVI y VV2 (Hg. 4.1ÁB). La secuencia del pico VVI
demostró la existencia de Val en la posición 2, que corresponde al péptido 230-232 (UVE), no
detectado en el marcaje con flr por carecer de este aminoácido. VV2, en cambio, que eluye en
la misma posición que TV2, exhibe radioactividad en el ciclo 9, correspondiente al péptido 223-
232 (DQTQDTELVE) generado por ruptura pardal del enlace Glu,,-Leum. Por tanto, el pico
TV2 corresponde, análogamente, al péptido 223-232, mientras que INI constituye el pico del
péptido 223-229.
Los p¿ptidos de Thr y Val generados por el tratamiento con VS cubren todo el péptido
tríptico de diferencia 220-243, excepto el tripéptido 220-222 (tICE), mostrando que el segmento
223-232 es idéntico en los 2 antígenos comparados.
Para completar el análisis de todos los péptidos generados por VS a partir del péptido
tríptico 220-243 se repitió esta estrategia tras el marcaje con Asp. Debido al bajo nivel de
incorporación metabólio., de esteaminoácido, no fueposible realizar el mapa tríptico comparativo,
sino que los dos antígenos fueron marcados con ‘¡4-tap, digeridos con tripsina y cromatografiados
separadamente (Hg. 4.1,9. A Y B). Los p¡cos D5 de ambos mapas fueron digeridos con VS y
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Figura 4.1.i- A) Cromatogransa correspondiente a la digestión con VS de los picos T4 y TS del
mapa de Thr. 8) Secuencia radioquimica de los picos TVI, TV2. TV3 y TV4. Se representa la
radioactividad detectada frente al ciclo de la secuencia.
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al marcaje con Val. 8) Cromatograma correspondiente a la digestión con VS de los picos V4 y
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recromatografladosseparadamente. la Hg. 4 1 lOA muestra la representación superpuesta de los
dos cromatograntas, en la que se observa la existencia de 2 ptcos idénticos, DVI y DV2, y los 2
picos de diferencia correspondientes a los péptidos 233-243 de A2-OZB (DV3) y M0201 (DVA).
Puesto que el Mp está presente en el tripéptido 220-222, no mapeado hasta el momento, y no se
habla detectado ningún pico nuevo, era previsible que este péptido coeluyese con alguno de los
péptidos ya cubiertos. Al ser un péptido de pequeño tamaño y con 4 cargas netas, debía
interaccionar mínimamente con el soportecromatográfico utilizado, por lo que sospechamos debía
estar presente en el pico DVI. Por ello. los picos DVI de las dos moléculasfueron fraccionados
en gradiente de IFA separadamente, obteniéndose 4 picos. La representación conjunta de los dos
fraccionamientos muestra la identidad de los 4 picos en las dos moléculas comparadas (Hg.
4.1.1GB). La secuenciación de los picos mas sobresalientes, DVI.l y DVI.3, mostró la presencia
de radioactividad en el ciclo 1 y en los ciclos 1 y 5, respectivamente, correspondiente a los
péptidos 220-222 (DGE) y 223-229 (DQWDTE), respectivamente. El resto de los picos no fue
analizado, la multiplicidad de picos se debe, probablemente, a rupturas parciales en los enlaces
de Asp, que también son sensibles a la hidrólisis por VS, aunque su ruptura total requiere otras
condiciones de reacción. DV2, que eluye en la misma posición que TV2 y VV2, presenta, así
mismo, radioactividad en los ciclos 1 y 5, correspondiente al péptido 223-232. obtenido por ruptura
parcial El pico DVI, equivalente a TV3, presenta Mp en la posición ó~ confirmando la presencia
de este aminoácido en el péptido 233-243 de AI-OZB.
De todos los datos apuestos, se deduce que el único péptido de diferencia entre los
antígenos HLA-A2 expresados en las lineas OZE y ¡Y, es el que cubre los residuos 233-243.
41.3 IdauifwacMnds un ¡bto~mh&,deAh->Gb¿ e lapastñM 236 de La síwsteA2-
OZB (r0209)-
De los datos apuestos hasta el momento se deduce que la molécula de A2-OZB se
diferencia de M0201 únicamente en el péptido 233-243, existiendo al menos un cambio en la
posición 236. Además, puesto que AI-OZB es una unidad de carga más ácida, y teniendo en
cuenta la total resistencia a la hidrólisis del enlace Asg,,-Pro~ se sospechó la existencia de un
cambio de la Ma,>, a un residuo de Glu (hemos visto como el Mp no está presente en esa
posición del pico DVI) o bien un cambio adicional en la Arg,,.
Par, analizar la primera posibilidad, realizamos el marcaje con (En, que sufre
interconversión metabólica a Glu (185), suplementada con 300 pCi de ‘H-Glu en el caso de OZB.
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F:gura 4.1.10- A) Representación superpuesta de los cromabograma correspondientes a las
dihestiones proteolíticas con VS de los picos VS obtenidos en los mapas de Mp de los antígenos
AI-OZB y M0201. Incluye la sectiencia radioqulmica de los picos DVII, DVIJ, DV2 y DV3.
8> Representacitsn superpuesta de las purificaciones en gradiente de TFA de los picos DVI de
los mapas de la figura A.
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Del mapa correspondiente (Hg. tIlIA), los picos Ql y OS fueron tratados conjuntamente con
VS y rwomatografiados. Se obtuvieron 3 picos idénticos (OVI. 0V2 y 0V3), un pico de
diferencia defl QV4, y un pico de diferencia de ‘C QV5 (flg. 4.1.1LB)- Análogamente al pico
DVI, OVI fue fraccionado en TEA, obteniéndose 5 picos idénticos (Hg. 41ILC). de los cuales
fueron secuenciados los picos principales. Ofl.l, equivalente en su posición de elucido a DVII,
liberaba radioactividad en los ciclos 2, 4 y 7, indicando que se trataba del péptido 223-229
(DQTQDTE). El bajo nivel de radioactividad del ciclo? indica la presencia de un residuo de Chi,
que incorpora mucha menor radioactividad que la Ola. OVI~ estaba marcado en las posiciones
3, 5 y 7, con menor radioactividad en el ciclo 3, lo que indica la presencia de OIt,. Por tanto,
OVIl corresponde al péptido 220-229 (DOEDOTODTE) generado por la hidrólisis parcial del
enlace Olu,,,-Asp,,,. Los picos minoritarios observados, deben generarse en la ruptura parcial de
los enlaces de Asp. comoya hemos comentado.
El pico OVí, que eluye en la misma posición que VV!, presenta radioactividad en el ciclo
3 de la secuencia, por lo que se trata del péptido 230-232 (LVE). QV3, por tratarse de un péptido
parcial de bajo rendimiento, no pudo ser secuenciado. Los picos de diferencia 0V4 y OVS. que
eluyen en posiciones equivalentes a TV3o DV3 y TV4 oDV4, respectivamente, corresponden a
los péptidos 233-243 de AI-OZE y MOflí (TRPAGDOTFQK). la secuencia de QV4 muestra
radioactividad en los ciclos 4 y 10. La liberación de radioactividad en el ciclo 10 indica la presencia
de la Olis,,, en el péptido de A2-OZB. La cantidad de radioactividad liberada en el ciclo 4 revela
que este residuo está mucho menos marcado que el de la posición 10. pues de lo contrario, el
rendimiento repetitivo en cada ciclo desecuenciación habría sido del 97%. cuando el valor medio
obtenido habitualmente se sitúa en el 88%. Además, el péptido termina en la posición II con un
residuo de Lys, que induce la pérdida en los lavados de los péptidos conos, disminuyendo
notablemente el rendimiento aparente de la reacción de Edman (185). Por tanto, al igual que en
las posiciones 3 y? de los picos OVIl y QVI.l respectivamente, se asignó un residuo de Gb’ en
la posición 4 del péptido. Esto indica la sustitución de Ala por Glu en la posición 236 de la
molécula de A2-OZB.
Para completar la secuencia del péptido de diferencia 220-243 de la variante OZB, se
realizaron los marcajes con PIse, Ser y Aig El mapa de Phe se realizó, análogamente al caso de
Mp. mediante marcaje con ‘H-Phe de las lineas 1V y CZB y el procesamiento separado de los
antígenos Al, representándose conjuntamente el mapa tríptico obtenido en cada caso (flg.
4.l.12A). Los picos de diferencia de cada mapa (F2 y ¡‘3 en la representación conjunta) fueron
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Figura 4.1.11- A) Mapa tríptico comparativo entre los ant(genos A2-OZB y AO2O1
csártespondiente al marcaje con Gb. 8) Cromatograma correspondiente a la digestión con VR de
los picos 07 y 08. Incluye la secuencia radioquimica dejos picos QVl.l, OVIl, QV2 y QV3. C)
Purificación en gradiente de TFA del pico 0V!.
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Figura 4.1.12- A> Representación superpuesta de los mapas t*ticos correspondientes a los
antígenos A-OZB y A0201 marcados con PIse. B) Representación superpuesta de los
cromatogramas correspondientes a las digestiones con VS de los picos ¡‘2 y F3 de la figura A.
Incluye la secuenda radioqulmica de los picos ¡‘VI. FV2 y FV3. C) Cromatograma
correspondiente a la digestión del péptido 220-243 de AI-OZB marcado con Thr. con VS en
condiciones de ruptura drástica. Incluye la secuencia radioquinlica de los picos TV3VI, TV3V2
y TV3V3.
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digeridos con VS. Como hasta el momento no se había observado nunca la hidrólisis del enlace
Glu,,-Ob’~. de la variante OZiE. tratamos los dos péptidos en condiciones más drásticas, con una
tercera adición de VS. para fonar la hidrólisis de dicho enlace. El oromatograma conjunto (flg.
4.l.12B) mutra la presencia de 2 picos de diferencia de ‘R, debidos a la ruptura parcial del
enlace. Mí. FVI presenta radioactividad en el cicio 5 de su suenaa radtoquíniica,
correspondiente al péptido 237-243 (GDOTFOK). y FV2 en el ciclo 9, correspondiente al péptido
233-243 (TRPEGDOTFQK>. El único péptido de diferencia de ‘C, FV3, presenta The en la
posición 9, correspondiente al péptido 233-243 de AO2Ol (TRPAGDOTFQK).
Con el objeto de conseguir la ruptura total en el GIu,,,, se realizó un marcaje de la línea
OZB con ‘H-fltr, aislándose el péptido 220-243 del mapa tríptico. El péptido fue digerido con VS
en las condiciones habituales, generándose los mismos picos de >H que en la hg 4. l.S.A. El pico
TV3, correspondiente al péptido 233-243. fue entonces tratado con VS en un tampón 50 mM de
fosfato sódico a ph 7.8. en el cual se produce la hidrólisis tanto de los residuos de Glu como de
Mp (185>. La digestión se realizó con 3 adiciones sucesivas de V8 a una relación enzima/sustrato
de 1:5, con periodos de incubación de 12 h. a 370C. En estas condiciones, conseguimos la ruptura
total del enlace Glu,,-Gly,,, y la parcial del enlace Mpz,,-61y~, generándose 3 picos (Hg. 4.IZC).
Así. el pico TV3VI presenta radioactividad en el ciclo 1, correspondiente al péptido 233-236
(TRPE). El pico TV3V2 presenta flir en la posición 4, correspondiendo al péptido 237-243
(GDGTPQK). El pico TV3V3 representa la ruptura parcial del enlace 238-239 que genera el
péptido 239-243 conThr en la posición 2 (6170K). De esta manen, se confirma la presencia
de GIt, en la posición 236 de A2-OZE.
El mapeo de los residuos de Gly se realizó aprovechando el alto nivel de interconversión
metabólica que sufre la Ser por la pérdida del fragmento monoarbonade, en una reacción
catalizada por la enzima serina-hidroximetil-ransferasa (198>. El nivel de interconversión en estas
lineas celulares oscila entre el 30-50% de la serna incorporada (185). Dada la diferente
distribución isotópica de los átomos de ‘11 y “C en la molécula de Ser, determinada por la
presencia uniforme de “C en los tres carbonos de la molécula y la presencia de ‘Fi unido
Onicamente al CE, sólo se genera Ci¡y radioactiva en el marcaje con NC.Ser. Por tanto, para
localizar las Gly del péptido de diferencia, la línea OZE fue marcada con ‘11-Ser y ‘t-Ser,
realizsndose eJ mapa comparativo entre los antígenos A2-OZE procedentes de los des marcaje~
(hg. 4.1 iSA). El pico de diferencia de ‘C. GI, generado por la presencia de Gly en elpéptido
220-243 y la ausencia de Ser, fue aislado y digerido con VS, obteniéndose 2 picos (flg. 4.1.13-E).
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Figura 4.1.13- A) Mapa tríptico comparativo entre el antígeno AZ-OZB marcado con ‘li-Ser y el
marcado con “O-Ser. B) Crornatoyama correspondiente a la digestión con VR del pico Gí. Incluye
la secuencia radioqulmica de los picos de Gly. aVí y <3V2.
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GV! presenta radioactividad en el cielo 2 correspondiente al péptido 22o-m (DGE). aV2, que
eluye en las mismas posiciones que TV3, DV3 y 0V4, mostró la presencia de ~Wen las
posiciones 5 y 7 del péptido de diferencia 233-243 de A2-OZE, confirmando lapresencia de la
0tym y Glyn,,
Para establecer la presencia de la Mg se realizó el marcaje de OZB con ‘11-Aig y se sisló
el pico R12 que eluye en la fra~ión correspondiente al péptido 220-243 de A2-OZB (fra~ón 71,
ftg.4.114A). la secuenciación del péptido RV obtenido en el tratamiento con VS (Hg. 4.L14.B),
mostró la presencia de radioactividad en el ciclo 2. confirmando la presencia de la Arg~. en el
péptido 233-243.
Los picos PS y P6 del mapa de Pro (Hg. 4.l.3.B) fueron tratados con VS. generando 2
péptidos de diferencia correspondientes a los péptidos 233-243 de las dos moléculas (Hg. 4.1-15).
la presencia de radioactividad en el ciclo 3 de la secuencia de ambos péptidos. confirma su
adscripción y la presencia de la Pro» en la molécula de A2-OZB.
Ml pués, se pudieron asignar directamente, mediante secuenciación radioqufinica, los
aminoácidos presentes en todas las posiciones del péptido de diferencia de AI-OZB (220-243),
como se representa en la Hg. 4.1.16. Tan sólo la Lys~, no fue asignada directamente por la
dificultad de secuenciar este residuo localizado en la dIsinta posición. Su adscripción se realizó en
base a la presencia de Lys en el correspondiente péptido tríptico (Hg 4.13A) y su ausencia en
otra posición del péptido.
Todos los datos expuestos. demuestran la existencia de un único cambio en la posición 236
de la molécula de A2-OZB. consistente en la sustitución del aminoácido Ala presente en A0201
por un residuo de Glu. La molécula así caracterizada, fue designada por el comité de
nomenclatura de la OMS como el aloantígeno Á0209 (57).
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Figura 4.1.14- A) Mapa tríptico del antígeno A2-OZB correspondiente al marcaje con Arg. B)
Cromatograma correspondiente a la digestión con VS del pico R12. Incluye la secuencia
radioqulmica del pico RV.
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Figura 4.1.15-Cromatograma correspondiente a la dieestión con VS de lospicos P5yPÓ del mapa
de Pro. Incluye la sectaencia radioquimica de los picos obtenidos.
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Figura 41.16- Secuencia de aminoácidos del Único péptido de diferencia entre M0209 y M0201.
Se indican los péptidos que han sido secuenciados y la posición de los residuos identificados en
cada secuenciación. Las flechas verticales indican las posiciones de ruptura con VS. El Único
cambio en ambas moléculas se encuentra encuadrado.
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4.2 BASES MOLECULARES DE LA REACIIVIDAD DE LA LINEA ALOCENICA
ESPECIFICA DE HLA-A2, C1-LI& ANÁLISIS ESTRUCTURAL DELOS ANTIGENOS lILA-Al
EXPRESADOS POR LAS LINEAS CELULARES SCHU, ARC Y ESST.
la estimulación en cultivos níxtos de linfocitos (CML) de respondedores HLA-AZ por
estimuladores HIA-A2.4 permitió la obtención de líneas policlonales alogénicas especificas de
HLA-A2 cuyos patrones de reactividad frente a HLA-A14 revelaron la heterogeneidad de este
subtipo (hg. 4.2.1) (109). La reactividad de las Líneas CTLI2, CTLI3, CTLI4 y CTLI5 definió la
existencia de 3 subtipos de HLA-A.4 presentes en las lineas celulares CIA (A0206), KNE
(A0207) y 1<10 (A0205) (tabla V) que fueron posteriormente caracterizados (118, 120, 121).
La línea CTLI4, generada en un CML de un respondedor lILA-Al, 30, BS, 27 frente al
estimulador KNE (HI.A-AI. 2. BS,27) reconocía la líneas KNE (A0207) y CLA (A0206), pero
no reconocía KLO (AO2OS) ni SCHU (A2.4). Así mismo, reconocía una fracción de células
HL&-A2.E. lo que sugería la existencia de 2 subgrupos dentro de este subtipo-
En esta se2unda pane de la presente tesis, hemos pretendido analizar la base molecular de
la reactividad alogénica de la línea CTLI4, mediante el análisis de los antígenos HIA-AI
reconocidos diferencialrnente. Por ello, hemos estudiado los antígenos lILA-Al expresados por
las líneas SCI-HJ (antígeno .42.4 no reconocido>, ESST (antígeno .42.1 no reconocido) y ARC
(antígeno .42.1 reconocido).
Tabla V. Patrones dc reacth-idad de «1-Ls dirigidos frente a lndMdt¡os del subtipo AZ4~
Individuo Subtipo CTLI2 CTLI3 CTLI4 CTLI5
CI.A A0206 + + + +
SCMU + + - +
KNE M0207 + - + -
KLO M0208 + - - -
Adaptado de la ref. 109.
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Figura 4.2.1- Patrón de reactividad de tas lineas polidonales de CtLs generadas por estimulación
con individuos HLA-A2.41 Se representa la lisis relativa respecto de la obtenida con la línea
estimuladora. El símbolo o representa individuos HLA-A2.V, a individuos HLA-A22’fl
individuos HLA-A2X y e individuos lILA-AlA’. La línea CTLI4 divide los individuos HLA-
AI.4 en un grupo que es reconocido (individuos ENEy CIA, que presentan los antígenos A0207
y A0206, respectivamente) y otro no reconocido (KLO. con el antígeno M0208 y SCHU).
Análogamente, divide a los individuos HLA-A2.í, siendo ARC un representante del grupo
reconocidoy ESST del no reconocido (adaptado de van der Poe!, 1.. et al., Hum. lmmunol. fl247-
258 (1986).
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4.2.1 AMUSiS eauawa¡ del antfrto RLA-A2 eqnsat a ¡o líneo SC!!!].
La estrategia seguida para el estudio dei antígeno lilA-Al de la hes SCHU fue el mapeo
peptídico comparativo con antígenos HLA-A2 de secuencia conocida, de forma análoga al estudio
realizado con el antígeno HLA-M0209 de OZB.
La diferencia fundamental se centra en que logramos el marcaje metabólico de las lineas
celulares con ‘H-Arg y “C-Arg lo cual permitió la comparación de los dos antígenos realizando
únicamente los mapas de Lys y Arg. que cubren la totalidad de los péptidos trípticos de la
molécula. De esta manera se pueden detectar rápidamente las diferencias entre las dos moléculas
analizadas e inferir, por la posición de elución de los picos de diferencia, los posibles péptidos a
los que corresponden.
4.2.1.1 Mapeo peptidico comparativo entre los antígenos HLA-Al de SCHU y A0201.
Mediante los mapas trípticos de Lys y Mg comparamos los antígenos HL&-.42 apresados
en las lineas SCHU <.42.4) y JY (M0201). Como se puede apreciar en la Hg. 4.22, no existe
niogvna diferencia en los p¿pridos que contienen Lys entre las dos moléctslas. En cambio, en el
mapa de Mg se detectan 2 picos de diferencia de ‘H, RIO y R22 y otrosí de “C, Rl! y R23 (hg.
4.2.3.4). La purificación de] pico RIO en gradiente de TEA (fsg. 4.2.3.B) muestra la existencia de
un pico de diferencia de”H. R20.l, que coeluye con un pico idéntico ene1 mapa deArg. lo que
justifica la presencia de 314 y “C en dicho pico.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugerían que estos picos podrían
corresponder, por su posición de elución, a los péptidos 7-14 y 7-17 (YFFTSVSRPGR), que se
generan por hidrólisis parcial del enlace Arg.-Prou resistente a la hidrólisis por tripsina (118).
Para corroborar esta hipótesis se realizó el marcaje con Tvr. El mapa tríptico correspondiente (Hg
4.2.4.4) muestra la presencia de 2 picos de diferencia de ‘14, YI6 y YIS, y otros 2 de “C, YII y
Y19. en posiciones análogas a los del mapa de Mg. como hablamos supuesto. La purificación del
pico YI6 muestra, al igual que el caso de RIO, la presencia de un pico de diferencia defl YI&1.
y un pico idéntico de ‘H y “C, que coeluyen en e! gradiente de acetato amónico/acetonitrilo (Hg.
4.2.4.B).
A su vez, la purificación del pico Y17 genera un pequeño pico de diferencia de ‘14, Y17.1.
un pico de diferencia de- ‘C que también contiene ‘14, Y17.2. y un pico idéntico Y17.3 (Hg.
4.2.4.C) lo que e’-idencia la coelución de diversos péptidos en el gradiente de acetato
amónico¡acetonisrilo.
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Figura 4.21- Mapa tríptico comparativo entre los antígenos A2-SCUU y MOflí correspondiente
al marcaje cnn Lys.
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Figura 4.2.3- A) Mapa triptico comparativo entre los antígenos AI-SCI-IU y A0201
correspondiente al marcaje con Arg. B) Purificación en gradiente de TFA del pico R20.
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Figura 4.2.4- A) Mapa tríptico comparativo entre los ant~gen~ A2-SCHtJ y A’0201
correspondiente al marca)e con Tyr. Incluye la secuencia radioquirnica dejos picos VISe ‘<16.1.
81 Purificación en gradiente de ITA del pico VIó. C> Purificación en gradiente de TEA del pico
‘<17. Incluye la secuencia radioquirnica de los picos ‘<17.1 e ‘<17.2.
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La secuenciación radioquimica de los picos YIÓ.l e VIS revela la presencia de Tyr en
losciclos 1 y 3 (fig 4.2.4A>. De todos los antígenos HLA-M de secuencia conocida, los únicos
péptidos trípticos con Tr en las posiciones 1 y 3 son los que cubren los residuos 7-14 y 7-17 de
los antígenos M0205. A0206. A0208 y M0210 (117, 118, 121,122)-Todos los demás antígenos
.42 presentan Phe en la posición 9 de la molécula. ¡oque sugiere que A2-SCHU difiere de M0201
en un cambio de Phe—~’Tyr en dicha posición.
También se secuenciaron los picos de diferencia obtenidos en la purificación de Y17 (fl&
4-24.C). El pico VIII, obtenido en muy bajo rendimiento, presenta radioactividad de ‘lIen las
posiciones 1 y 3, confirmando la secuencía obtenida en YI&l y YIS, lo que sugiere que se trata
de una pequeña contaminación de uno de estos picos. Por su parte, el pico Y17.2 presenta
radioactividad de ‘14 ~ ‘~C en el ciclo 1. pero en una relación ‘H/’C de 1:2, muy inferior a la
mantenida en la obtención del mapa tríptico (1.5:1). lo que sugiere la presencia de un pico de
diferencia de ‘C coelti endo con un pico idéntico de ‘14 y “C. Por tanto,- este pico debe contener
el péptido 7-17 de la molécula de A’0201, que presenta “C-Tyr únicamente en la posición 1. y,
probablemente, el péptido 257-268 de A2-SCHU y A0201 que también contiene únicamente Tyr
en la posición 1. siendo ambos péptidos inseparables en las condiciones cromatográficas reseñadas.
La ausencia de otros péptidos de diferencia sugería que A2-SCHU debía ser similar a
M0206 (línea CIA). que difiere deM0201 en un único cambio de Phe—>Tyr en la posición 9
de la molécula (118), por lo que procedimos a la comparación directa de ambas moléculas.
4.2.1.2 Mapeo peptidico comparativo entre los antígenos lILA-Al de SCIiU y M0206.
La comparación entre los antigenos A2-SCHU y M0206 se realizó mediante el marcaje con
L~s y Arg, cuyos mapas trípticos demuestran la absoluta identidad entre las dos moléculas (Hg
4,2.5.4 y B). Para comprobar el cambio detectado, realizamos el mapa comparativo
correspondiente al marcaje con Pite, que corrobora la identidad entre ambas moléculas (flg. 4.2.6).
Puesto que apenas se detecta el pico análogo a los picos R22 y Y?S (péptiño 7-14). se realizó la
secuencia radioquimica del pico de la posición 174. que corresponde a los picos citados (pico FS).
La presencia de radioactividad de ‘14 y t únicamente en el ciclo 2 demuestra la presencia del
péptido 7-14 en el cromatograma y la presencia de Phe únicamente en la posición 8 de las
mola-olas A2-SCHU y A’0206 y su ausencia en la posición 9. que cambia a Tyr respecto de la
secuencia de A’0201. como ya habíamos demostrado. Así pues. los antígenos HLA-A2 expresados
por las lineas SCI-IU y CIA son indistincuibles por mapeo peptídico comparativo, lo que sugiere
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Figura 42.5- Mapas trípticos comparativos entre los antígenos AZ-SCHV y A0206
correspondientes a los marcajes con Lys (A) y Arg (E).
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Figura 4.2.6- Mapa tríptico comparativo entre los antígenos A2-SCI-1U y A0206 correspondiente
al marcaje con Pbe. Incluye la secuencia radioquirnica del pico PS.
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que la diferenciación funciona] establecida por CTL 14, debebasan. en diferencias entre los PBLs
de los individuos analizados no presentes ea la estructura primaria del aloantígeno reconocido.
422 AM&ú anual de Sn anttgere ¡¡LI -~.42 ¿ap~hn os ¡st Msast .4RCy FSST.
La identidad mostrada entre los dos antígenos lIIA-AZ4 reconocidos difereacialmente por
la lInea CTLI4 sugerla la posibilidad de que esta lInea distinguiese entre los antígenos Alt del
panel de PBLs analizados en base a otros factores diferentes de la estructura primaria de estos
antígenos.
Para analizar esta posibilid.d. procedimos al estudio de los antígeno. lILA-Alt
provenientes de los 2 subgrupos diferenciados por CrLI4. Para ello, aislamos los antígenos de las
líneas ARC y ESST. derivadas de linfocitos reconocidos y no reconocidos, respectivamente, por
CTLI4 y los comparamos con el antígeno AtO2OI.
La Hg. 427 muestra la comparación de A2-ARC con M0201 mediante marcajes con L>~
<A) y Mg (E). Ambos mapas son idénticos entre las dos moléculas, lo que sugiere que el antígeno
FiLA-Al expresado enARC es idéntico a M0201.
La comparación de A1-ESSTcon A0201 se realizó de manera análoga mediante los mapas
trípticos de Lys (Hg. 4itA) y Mg (hg. 41.8-E) que muestran la identidad entre ambas moléculas.
Así pues, los antígenos HLA-A2.1 apresados por las líneas MW y En distinguibles
funcionalmente por CTLI4, son idénticos entre sí en base a la identidad de ambos con M0201
expresado en IV. CTLI4 parece distinguir, por tanto, entre las ~lulas HLA-AZI’ en base a
diferencias no atribuibles a la secuencia de aminoácidos de] aloantígeno apresado por dichas
células.
423 Sca~M del cDNA rnd4$amte del ‘nigeno ¡¡LI -A2qw¿do calo &c SCBTi.
El mapeo peptídico comparativo es una técnica analítica de grau sensibilidad que ha
permitido la determinación de cambios muy conservativos entre proteinas que difieren en un
reducido número de aminoácidos. La secuenciación del DNA codificante de algunas de estas
proteínas, ha corroborado totalmente la secuencia de aminoácidos determinada por esta técnica,
demostrando su alto nivel de sensibilidad y fiabilidad (119. 199. 200). Sin embargo, es claro que
no puede excívirse formalmente la posibilidad de cambios altamente conservativos entre las
proteinas analizadas que no afecten a la interacción con el soporte crosnatogrAfla~ del péptido
correspondiente, o que tengan lugar en péptidos obtenidos en muy bajo rendimiento que puedan
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Ficura 4.2.7- Mapas trípticos comparativos entre los antígenos A-ARC y A0201
correspondientes a los marcajes con itt (A) y Arg (E>.
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Fieura 4.2.8- Mapas trípticos comparativos entre los antígenos A2-ESST y A0201
correspondientes a los marcajes con Lys (A) y Mg (R).
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ser enmascarados en el perfil cromatográfico por péptidos de mayor rendimiento. Para poder
demostrar la identidad entre las moléculas A2-SCHU y M0206, fue necesario acudir a la
secuenciación del cDNA codificante del antígeno HLA-A2 expresado en SCHU.
La estrategia seguida para ello fue la amplificación, mediante PCR, de trAnscritos enteros
de mRNA codificante de antígenos de clase 1. La homología existente entre los alelos de clase 1
y las características de la reacción de amplificación no permiten la amplificación específica del
cDNA del alelo deseado. Por ello es necesario donar el material amplificado para la selección del
cDNA que codifica para el antígeno HLA-A2.
42.3.1 Obtención y socuenclación dc <DNA del antígeno lILA-Al dc la línea celular SCHU.
Se sisló RNA citoplásmico a partir de SxlO’ células, obteniendo 46 pg de RNA. 13 pg fueron
utilizados para la obtención de cDNA, del cual se amplificaron 5 alícuotas conteniendo 1/7 del
cDNA sintetizado (unos 2 pg originales de RNA> en el tampón A (ver materiales y métodos) a
diversas concentraciones de catión Mt con 2.5 U de Taq polimerasa en presencia de una
concentración 130 FM de dNTPs. Otra alícuota fue amplificada en el tampón E (materiales y
métodos) en las mismas condiciones. Como puede apreciarse en la Hg. 429. tan sólo la alícuota
amplificada en el tampón E generé cantidades suficientes de material amplificado de un tamaño
compatible con el cDNA de antígenos de clase 1(1.1 kb). El análisis por Soutbern blot muestra
la presencia de cDNA específico de FILA-Al entre el material amplificado (Hg. 4.2S E). Con un
tiempo mayor de exposición se detectó la presencia de material amplificado específico de Al, ea
los pocillos 3 y 5 correspondientes a amplificaciones en tampón A en presencia de concentraciones
1 y3mM de MgC2~ Se comprueba, por tanto, como las condiciones específicas en las que se lleva
a cabo la reacción de amplificación, determinan absolutamente su rendimiento, para un mismo
tipo de DNA molde.
El material amplificado en el tampón E fue sometido a electroforesis en geles de agarosa
de bajo punto de fusión (fig 429.C) y la banda de >1 kb fue aislada por el método de (3eneclean,
procediéndose a su digestión con 20 U de Eco Rl y Hind III. Cantidades variables del material
digerido (20-50%)’ fueron ligadas con 100 ng de pUCiS tratado con Eco Rl y Hiad III,
realizándose el clonaje mediante transformación de bacterias DHS a E’. Se obtuvieron 122
colonias recombinantes, de las cuales 89 contenían DNA especifico de Al (Hg. 4.2.10A).
Cinco colonias diferentes que resultaron positivas en la hibridación con la sonda A2a2
(colonias Al. Cl. E9. E16 y F3) fueron crecidas y el plásniido recombinante aislado en las
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Figura 4.19- A> Electroforesis en gel de agarosa de alícuotas de las amplificación por PCR del
cDNA de SCHU. Los pocillos 1. 2. 4. 5. 6 y 7 contienen las PCR realizadas en el tampón A en
presencia de concentraciones 0.5, 1. 1.5, 2.3 y 4 mM de MLCL La reacción PCRI se realizó en
el tampón B y es la única stse presenta material amplificado del tamaño correspondiente al cONA
de antígenos de clase 1. Se indica la posición de marcadores de DNA con un tamaño dc 1019 y
1615 ph. B) Southern blot del gel anterior con la sonda específica A2o2. C) Gel de agarosa de
bajo punto de fusión con el material amplificado en PCR3,
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Fieua 4.210. A) Hibridación con la sonda A2a2 de las colonias bacterianas portadoras de
plásrnido recombinante obtenido por clonaje en pUC del material amplificado en la PCR3 de la
figura 4 2.9. La flecha indica la posición de una colonia que contiene un pl~smido de pUC con
el cDNA de A0201. como control positivo de la hibridación. E) Gel de agarosa que muestra la
banda de cDNA dc >2 de 1.1 kb. obtenida a partir de los clones Al. Cl. E9. E19 y F3.
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condiciones desuñas. Se procedió a la digestión con las enzimas Eco Rl y Hind m de los 5
dones de pUC-A2-SCHU, procediéndose a la separación y aislamiento dei material donado
insertado en el plásnmido (banda de 1.1 kb) en geles de aptos. de bajó punto de fusión.
Un 5% dei material anido en cada aislamiento (fig 4210.B) fue su~onado en lOO ng
de MII digerido con Eco Rl y Hind DL mediante transformación de bacterias XLI-blue. 10
colonias recombinaníes conteniendo M13-M de cada don de A2-SCIfU, fueron aisladas y usadas
como fuente para la obtención de DNA monocatenario.
Un subdon de MIS proveniente de cada don de pUC-A2. conteniendo el trínsairo entero
de cDNA de A2-SCHU. fue secuenciado con los oligonudeótidos iniciadores A2aI, A2a2. A2o3
y el iniciador universal de MIS. Se detenninó la secuencia completa (1098 ph) deS clonos (E9,
EIó y ES) y la secuencia parcial de otros dos (bases 1-305 y 1-214 en los donos Cl y Al,
respectivamente, y 515-1098 en ambos). Así mismo, se realizó la secuencia con di’!? del don PS.
para eliminar lascompresiones que afectan a algunas zonas de estructura secundaria que dificultan
la lectura. Las secuencias obtenidas en los 5 donos fueron idénticas entre st e idénticas a la
secuencia de A0206, diferenciándose de AO2Ol en un cambio en el codón 9 (T a A en el
nudeótido 98) y un cambio silencioso en el codón 10 (A a Cenel nudeót¡do 102). que generan
un cambio de Tyr a Ph. en la posición 9 de la molécula (flg. 41.11 y 4212). Así, pues, se
demostró que el antígeno JifA-Al apresado en la línea celular 8011) es idéntico .1 de la línea
CLA (A0206) y que, por tanto, la línea pofidonal ~L14 reconoce diferencias no atribuibles a
la estructura primaria dei aloantígeno.
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Figura 4.2.11- Secuencia de aminoácidos y de cDNA del antígeno A2-SCI-IU entre los codones
7 y 11 del exón 2. comparada con la de los antígenos M0201 y M0206. Las líneas indican
identidad con la secuencia de A2-SC1-LU.
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Ficura 42.12- Gel de secuencia del clon E9 entre los nucícéridos 86 y 133. Se señalan las
diferencias de A2.SCHU respecto de A0201 en las bases 98 y 102.
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4.3 CARACTERIZACION DE LOS ANTIGENOS fflA-r6204 Y HL4-AOZ11.
Durante los trabajos del X Worlcshop Internacional de Histocompatibilidad fueron
detectados, mediante ¡EF. do. nuevos subtipot el subtipo AlA (M0204). con un pl ligeramente
mas ácido que el subtipo A0205. encontrado en dos amerindios sudamericanos no relacionados.
y el subtipo M0211, dos unidades de carga mas ácido que el subtipo AITIOI, encontrado en un
,~nicn individuo del sudeste asiático (112). Con la caracterización de estos dos nuevos subtipos se
completa el tota] de variantes de HLA-A2 descritas, por lo cual procedimos a su análisis.
4.3.1 Ohte,dda ys¡s&adón de cOMA Moldo 11L4-.COIO< ~raf o — ¡a Eno RAIl..
A partir de 2x10’ células de la línea RML(HLA-M0204. ESI, DRwI6, Dw22, DOw?) se
obtuvieron 20 pg de RNA citoplásmico. 1 ‘.5 fue utilizado para la obtención de cDNA. Se
amplificaron 5 alicuotas conteniendo 1/1 dei cDNA en el tampón A y otra en el tampón E, en
presencia de una concentración 130 pM de dNTPs. Se obtuvo amplificación de material con un
tamaño de 1.1 ¡ch en los pocillos 2, 3y6 (flg 4.3.1 A y E). correspondientes a concentraciones de
MgCI, de mM. ISmMen el tampón A yI.5mM en el E, re~ectivamente, El material obtenido
en la reacción de mayor rendimiento (PCR2), fue sometido a electroforesis en geles de apios.
de bajo punto de fusión, aislándose la banda de 1.1 ¡ch, procediéndose a su digestión con 10 U de
Eco Rl y FUnd Hl. Se realizaron ligamientos de diversas cantidades del material digerido (10-
60~) con 100 ng de pUCiS previamente digerido, procediéndose al donaje mediante
transformación de bacterias 1>115 o E’ competentes con 1/2 de la macla de ligamiento. Se
recogieron 134 colonias recombinanres, de las cuales 92 hibridaban con la senda específica de Al
(fig 43.l.C). Elpisarnido recombinante de asalto de estas colonias (Al, ES, 05 y DI) fue aislado
y tratado con Eco Rl y Miad ¡U (flg 4.3.1.1>). procediéndose al subclonaje de la banda de 1.1 ¡ch
en MlSmplS, para su secuenciación. Se realizó la secuenda compicta de los cuatro dones.
resolviéndose las compresiones cts determinadas zonas mediantesecuenciación con dIPTO del clon
ES.
Las secuencias de los clonos ES y Dl fueron idénticas entre sí, difiriendo de la de A0201
en un único cambio de base de 6 a Ten la posición 362 (flg 4.31). Esta posición corresponde a
la segunda bose dcl codón 97 e implica un cambio de aminoácido de Aig a Mcl. Las secuencias
de Al ~ CIS presentan este mismocambio, además de cambios adicionales diferentes en cadadon
(tabla VI>. Todos los cambios adicionales se encontraron Únicamente en uno de los 4 conos
secuenciados y correspondían a transiciones que involucran cambios de purinas o pirimidinas.
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Figura 4.3.1. A)Electroforesis en gel de agarosa de alícuotas de las amplificación por PCR del
eDN> de RML Los pocillos 1, 2. 3. 4 y 5 contienen las PCR realizadas en el tampón A. en
presencia de concentraciones 0.5. 1, 1.5, 2 y 3 mM de Mg2CI. La reacción PCR6 se realizó en el
tampén E. B) Southern blot del gel anterior con la sonda específica A202. C) Hibridación con la
sonda A2a2 de las colonias bacterianas portadoras de plásmido reconibinante obtenido por clonaje
en pUC del material amplificado en la PCR2. 1)) Gel de agarosa de la digestión con Eco Rl y
Hiod LII de los plásn,idos aislados a partir de las colonias Al, ES. CIS y Dl.
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Fig~ira 4.3.2- Gel de secuencia del clon Al entre las bases 341-422. en el que se muestra el cambio
de la posición 362. respecto de A0201.
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Tabla VL Cambios de nudeótidos en los dones de cDNA de A0204 amplificado por PCR.
g9fl ~Ud2
BR G.->T
Dl G,0->T
Al G,0—>T
•tai’~>C
> C
CIS G,0—>T
> C
Aminoácido
R¿.> M
> M
Ls..~>’>
>1<
P~: Sijencioso
Rr”>M
R~: Silencioso5m Silencioso
Polimorfismo en la
nosición del catnbin
Poliniórfica
Polimórfica
Polimórfica
Conservada
Conservada
Conservada
Poliunórfica
Conservada
Conservada
• Los cambios se relacionan con la secuencia de M0201. Las letras. en negrilla indican los
cambios encontrados en todos los clones.
Estos cambios al azar implicarían sustituciones de aminoácido en posiciones conservadas
entre todos los antígenos de clase L o bien. serían silenciosos, lo que confirma que se deben a
errores introducidos por la polimerasa duraníela resa,ión de la PCR. Por tanto, los resultados
obtenidos indican que A’0204 difiere de A0201 en un Único cambio de base de G,~ a T. que
implica un Único cambio de aminoácido de Arg, a Mes,, (flg 433).
43.2 Okasddnyzewendadán de cDPU de) alelo RL4-A 0211 eqnsado — la ¡bien KIME
A partir de it? células de la línea K]ME (14L4-A25. 32, BwS2, alól; Cwú) se obtuvieron
2 pg de RNA citoplásmico totaL de los cuaJes 0.1 pg fueron utilizados como molde para la síntesis
de trAnscritos completos de cDNA codificante de antígenos de clase 1. La PCR en las mismas
condic3ones que en el caso anterior dio origen a una Única banda de 1.1 ¡ch en el tampón A con
una concentración 1.5 mM de MgCI, y 130 ‘.M de dNTPs. A partir de este material aislado en gel
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Figura 4.3.3- Secuencia consenso de cDNA y de aminoácidos del antígeno M0204 analizado.
Los 24 priweros nucicótidos se corresponden con la secuencia del oligonucicóxido iniciador LPH
5111 usado en la PCR. El cambio respecto de M0201 se encuentra subrayado.
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de aguosa de bajo punto de fusión (hg 4.3.4.A y B), se obtuvieron por clonaje en pUC y
transformación de bacterias DH5 a F’. 65 colonias recombinantes, de las cuales 27 hibridaban con
la sonde específica de HLA-A2 (Fig 4.3.4.C). Los dones de cDNA amplificado correspondientes
a los trAnscritos completos de A0211 de tres de estas colonias (A4, B4 y DS) fueron aislados y
st,bclonados en M 13 en la forma descrita, realizándose su completa secuenciación, así como la
secuencia con dli’? del clon B4. Las tres secuencias fueron idénticas entre sí, salvo tina transición
de C a T en el nucleótido 53 en el clon A4 (tabla VII), que se atribuyó a una mutación al azar
introducida por la polimerasa durante eJ proceso de amplificación y que implicaría un cambio de
Ala a Val en la posición .7 del péptido señal. La sectsencia consenso de los tres clonos (flg 4i.5)
difiere de M0201 en dos nucleótidos en las posiciones 2% (cambio de Ca T)y 292 (Ca O) (flg
4.3.6). Estos cambios corresponden a la segunda posición del codón 73 y a la primera del 74,
respectivamente, del exilo 2. e implican dos cambios de aminoácidos de Thr,. a ile,, y de Mus,4 a
Asp,4. Esta última srntitución justifica el patrón de electroenioque de este antígeno, que difiere
en dos unidades de carga de .M0201, siendo el subtipo mas ácido de liLA-Al.
Tabla VII. Camhios de nucícótidos en los clones de cDNA de A021¡ amplificado por PCR.
Polimorfismo en la
Clon Nuclet5tidn Aminoácido posición del cambio
B4 C,,--> T T,a’~ >1 Polirnórfica
Polirnórfica
D8 C,,.->T Tr->t Polimórtica
Poliniórfica
A4 C~--->T A,-->V Conservada
T,r>l Polin,órtica
C5,,--> O U,<.-> D Polinvirfica
• Los jan,bios se relacionan con la secuencia de A0201. Las letras en nerilla indican los
cambos encontrados en todos los clones.
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Figura 4.3.4-A) Gel deagarosa debajo punEo de fusión con el material amplificado en la rewión
de PCR a partir del cDNA de JUME y Southen, blot con la sonda ¿Vol de una alícuota del
material anterior. B) Hibridación con la senda Mal de las colonias bacterianas portadoras de
plásmido reconsbinante obtenido por donaje en pUC del material amplificado por PCR. Las
flechas indican las posiciones de colonias con pUC.MOIOI. como control de la hibridación.
EXCEl 2
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Figura 4.3.5- Secuencia consenso de cDNA y de aminoácidos del antígeno MOlí 1 analizado. Los
24 prin,,ros nucicótidos se corresponden con la secuencia del oligonudeótido iniciador LPH 511!
usado el, la PCR. Los cambios respecto de A0201 se encuentran subrayados.
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Figura 4.3.6- del de secuencia de los clones B4 y D8 entre las bases 263.320. en el que se muestra
el cambio de las posiciones 290 y 292, que presentan T y 6. respectivamente.
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION
5.1 ANTIGENO HLA-M0209 EflRESADO ENOZt POLIMORFISMO EN EL DOMINIO
03.
Como hemos visto, la heterogeneidad inmunológica y estructural de la familia de antígenos
HM-Al ha sido muy ampliamente analizada. En este estudi, hemos analizado la relación
estructural de la variante de Al expresada en el individuo OZE con los demás subtipos conocidos,
mediante el mapeo peptídico comparativo con A0201 y secuenciación radioquimica de los
péptidos de diferencia. El Único cambio detectado de Su en sustitución de Ala en la posición 236
de la variante M0209 de OZE, justifica la diferencia de patrón de electroenfoque entre estas dos
moléculas (una unidad de carga) y establece que la identidad de pl con el subtipo A0203 no
implica una mayor similitud estructural con dicho subtipo. En realidad, M0209 es mas análogo
al subgrupo AI.4 (antígenos A0206 y A0207) puesto que presentan también una Única diferencia
de aminoácido respecto de M0201. pero en el caso de M0209 esta diferencia implica un cambio
de carga. El hecho de que este cambio de aminoácido pueda resultar de un único cambio de base
en la secuencia nucleotidica (OCA a GAA) sugiere que puede haberse generado por mutación
puntual, punto que además noestá presente en ningún otro antígeno de clase 1. AM, esta variante
constituye un ejemplo mas de la significativa contribución de este mecanismo al proceso de
diversificación del antígeno HLA-A (120, 121)-Esta situación contrasta con su aparente ausencia
en la generación de mutantes muimos de H-2 (70) y sugiere que la serie de mutantes bm de ratón
sólo es un ejemplo de parte de los mecanismos genéticos que contribuyen a la generación del
polimorfismo en las moléculas de dase Y. Análogamente, en el caso de HIA-E27, la conversión
génica, o mecanismos análogos, son predominantes en la generación de polimorfismo (199, 103).
Por tanto, es concebible que para distintos loci o alelos de clase 1 la frecuencia con que operan
los distintos mecanismos de diversificación sea diferente.
La variante A0209 es Única entre todas las de clase 1 en el hecho de que el Único cambio
detectado respecto del subtipo mayoritario se localiza en el dominio oS. Todas las demás variantes
de lILA y niutantes de 14-2 presentan cambios en los dominios nl y/o al, pero no en oS. Como
ya hemos descrito, la mayoría de las posiciones polimórficas de los antígenos de clase 1 se
localizan ea los dominios al y al, siendo el polimorfismo en oS mucho mas limitado. A nivel de
DNA, los cambios de base en el exón 4 codificante de 03 tienden a ocurrir preferentemente en
la tercera base dei codón (75% de los cambios detectados), mientras que la frecuencia de cambios
en las tres posiciones del codón en los exones 2 y 3 es similar (61). Esto se traduce en la
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generación de mucha mayor variabilidad de aminoácidos en al y al respecto de oS, mientras que
la diversidad a nivel de DNA es similar. Tal patrón de variabilidad reflejaría la existencia de
presiones selectivas a favor de un mayor polimorfismo eno1 y 4 y hacia la conservación de oS.
Las bases funcionales de esta distribución diferencial del polimorfismo se encuentran en la
panicipación de los dominios al y al en el reconocimiento por CrLs. mientras que oS tendría
un papel estructural en la interacción con la 132-microglobulina y con CD8 y en la estabilización
de la estructura de al y nl (201, 80). Por ello, los cambios en el dominio oS estarían severamente
restringidos. Puesto que al presenta un plegamiento en láminas 13. similar a las inmunoglobulinas.
es probable que cambios no conservativos en este dominio no puedan acomodarse en las cadenas
W De hecho, la estructura tridimensional de HLA-A2 muestra que la posición 236 se localiza
justamente al final de una cadena 13 (54), donde los requerimientos estructurales podrian ser
menos estrictos (fig. 5.1).
7C~r.cOQftton M~On
al
Figura 5.1- Localización de la posición 236. sustituida en Ai02Q9, en la estructura terciaria de
HLA -Al.
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La caracteruacón de una variante natural con cambios solamente en cl proporciona una
nueva herramienta para el estudio de la panicipación de este dominio en el reconocimiento por
de los antígenos de dase 1 por Cfls. El papel dccl y al en la detcn¡sinacidn de la especificidad
de reconocimiento por CrIs ha sido muy claramente establecido por distintas líneas de evidencia.
En primer lugar, la mayoría de las posiciones polimódloss se localizan ea esta do. dominios (58).
En segundo lugar, un reducido número de cambios de aminoácidos en estos dominios, como los
presentes en lasvariantes de HL&, los mutantes de H-2 o los generados por mutagénesis dirigida.
afectan drísticamente al reconocimiento por CrLs (103). En tercer lugar, los estudios de
intercambio deconos han demostrado que la especificidad del reconocimiento por CrIs de las
moléculas híbridas se correlaciona con los dominios cl y al, mientras que aS sólo juega un papel
en la destrucción de algunos epitopos reconocidos en los otros dominios (202), al contrario de lo
que ocurre con anticuemos que si son capaces de reconocer específicamenEe el dominio oS. Los
estudios con moléculas hibridas no han detectado CtLs capaces de reconocer polimorfismo en
oS (202). Estos datos coinciden con los derivados del estudio de lineas policlonales de GIL
específicos de .V0201. que no son capaces de diferenciar ambos antígenos (109). Sin embargo,
algunos clonos alogénicos específicos de Al son capaces de diferenciar M0201 de A0209 (203).
lo que sugiere que el cambio observado en esta variante afecta al reconocimiento individual de
algunos clones, Un estudio previo demostró que CTL generados frente a moléculas de clase 1
truncadas carentes de los dominios ely al eran capaces de reconocer polimorfismo en cl, si bien
estos CrIs no podían reconocer moléculas intactas de clase 1(204). También se ha demostrado
el reconocimiento diferencial por Cfls de los alelos murinos de Blm, con cambios en la posición
85, cercana a los residuos 1 yS que se sitúan en la interfase fllm-c2 y por tanto pueden alterar
la estructura del sitio de unión del antígeno (205-207). Estas evidencias, junto con los datos de
A’ 0209, sugieren que cambios estructurales limitados localizados fuera de los dominios .1 y al
pueden influir en el reconocimiento por CrIs. Los dones específicos deAl cuya reactividad se
ve alterada por el cambio en la posición 236 de A0209, también reconocen cambios en nl y al,
puesto que no reconocen otros subtipos con cambios en estos dominios (203). Esto sugiere que,
o bien estos dones reconocen epitopos conformacionales formados por residuos de los tres
dominios, o, lo que es mas probable, que el cambio en la posición 236 tiene un efecto indirecto
en los epitopos localizados en los dominios ely al. EsEs posibilidad es sugerida por la localización
de la posición 236 en una zona de la estructura tercian de la molécula involucrada en contactos
entre dominios (101). El átomo de oxígeno del grupo carbonio de la AlaD. interacciona mediante
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puentes de hidrógeno con las cadenas laterales de los aminoácidos 12 y 24 de la Blm. Por su
parte, los residuos adyacentes 234. 235, 23? y 238 interaccionan con las posiciones 8. lO, 12, 26.
65 y 99 de Blm y el residuo 234, además. se encuentra en las proximidades de los aminoácidos
27y 33 de al (101). Es posible, por tanto, que este cambio no conservativo provoque alteraciones
en la estructura de la molécula que influyan en la conformación de la lámina fi del sitio de unión
de péptido y altere la capacidad presentadora de HL&-A2. Por tanto, el efecto de la mutación en
M0209 sobre el reconocimiento alogénico es de naturaleza diferente al observado en las
moléculas Aw6S.l y DÓ(34.2.12¿) (24, 208). En estos antígenos, los cambios en las posiciones 245
y 227. respectivamente, impiden la interacción del antígeno de clase 1 con la molécula CtS de los
CTL.s. alterando la capacidad de reconocimiento por Cfls específicos de baja avidez, que
necesitan la interacción del complejo trimnolecular CDS-TCR-antigeno de clase 1 para la lisis de
la célula diana (165). El cambio en la posición 236 no afecta a la interacción con CD8, que si se
ve afectada por alteraciones conservativas en las posiciones 233 y 235, que interaccionarían
directamente, aunque no de manera esencial, con CtS. Al contrario que en el resto de las
variantes de HLA, el cambio detectado no forma parte del sitio de unión del antígeno donde se
localizan los residuos de al ~ al que participan esencialmente en el reconocimiento por células
T (59). En cualquier caso, la correlación de la estructura de M0209 con el patrón de su
reconocimiento diferencial por algunos clones de Cfl.s indica que el polimorfismo en oS puede
influir en la especificidad de reconocimiento por Cfls en un antfgeno natura] de clase 1. Así
pues, la determinación de la estructura de M0209 puede servir para generar CILs que
reconozcan específicamente cambios en oS, y valorar la contribución del polimorfismo de esta
región a la capacidad de HLA-A2 como molécula presentadora de antígenos.
5.2 REAGrIVIDAD DE LA IINEA ALOGENICA CTL14: RECONOCIMIENTO
ALOGENICO DE lILA-Al MEDIADO POR PEPTIDOS ENDOGENOS.
El análisis estructural de antígenos de clase 1 homogéneos serológicamente pero reconocidos
diferencialmnente por CIta alogénicos ha permitido correlacionar la falta de reactividad con
cambios en la estructura primaria del aloantigeno (103>. Frecuentemente tales cambios se
localizan en las o-hélices del sitio de unión del péptido, con las cadenas laterales de los residuos
imnpli’.ados dirigidas hacia el interior del sitio. Algunas veces, como es el caso de A0206 yA0207.
un ónix aminoácido situado en la lámina 6. en el fondo del sitio, es el responsable de las
diferencias en el alorreconocimiento por CTLs, Esto sugiere que el efecto del polimorfismo de
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subtipos en el reconocimiento alogénico es debido a la modulación en la unión de péptidos antes
que a un efecto directo en la estructura del aloantigeno. Sin embargo, esta última posibilidad no
puede ser descartada pues puede argúirse que un cambio de aminoácido puede influenciar la
orientación de cadenas laterales vecinas mas acoesibles al TCR.
En esta parte de la tesis hemos examinado la estructura de moléculas de IRA-Al que eran
diferencialmente reconocidas por poblaciones policlonales de CrIs específicos de este antígeno
y demostrado que tal distinción se realizaba entre antígenos con la misma secuencia de
aminoácidos. Para ello hemos utilizado do. técnicas: mapeopeptidico comparativoy secuenciación
de tránacritos enteros de cDNA amplificados por PCR. La primera aproximación no permite
descartar formalmente que hayan tenido lugar cambios de aminoácidos altamente conservativos
sin efecto en el perfil cromatográfico de los péptidos correspondientes. Sin embargo, la alta
sensibilidad de esta técnica ha quedado demostrada en múltiples estudios en los que la sequencia
de aminoácidos así determinada fue totalmente confirmada por secuenciación del DNA
correspondiente (119. 199, 200). Mediante mapeo peptidico hemos proporcionado evidencia de
la identidad estructural de dos antígenos A2.4. A2-SCHU y A0206. distinguidos por CTLI4.
También hemos demostrado que los antígenos Ah apresados por células diana susceptibles y
resistentes a la lisis por CTLI4, eran indistinguibles de A0201 por esta técnica, lo que sugiere
que ambos antígenos eran moléculas M0201 idénticas. La secuenciación de múltiples clones
correspondientes a tránscritos enteros de cDNA obtenidos por amplificación mediante PCR. es
una aproximación fiable para la determinación de la secuencia de antígenos de clase 1(113). Con
esta aproximación hemos demostrado que A2-SCHU es idéntico al antígeno A0206 expresado
en CIA, diana susceptible a la lisis por CillA. Así. * nivel de DNA. A2-SCHU difiere, como
M0206 en CIA. de M0201 en un único cambio no sinónimo en el codón 9 (T a A en el
nuclcótido 98) y un cambio silencioso en el 10 (A a C en el nucledtido 102).
Existen dos posibles intemretaciones para estos resultados. Según la primera. CTLI4
reconocería A0201 ~ M0206. pero la susceptibilidad a la lisis de las correspondientes células
diana dependería de diferencias en factores no específicos que influyen en la avidez, como los
patrones de ¡licosilación de la superficie celular o la densidad de moléculas de adhesión. Esta
posibilidad es muy improbable, ya que el patrón de reactividad de CTLI4 fue establecido con
linfocitos de sangre periférica de múltiples individuos y las misma dianas fueron utilizadas con
otros aL,. mostrando patrones de reactividad totalmente diferentes (109). Una segunda
alternativa mas probable. seria que CTLI4 reconoce un péptido asociado a HLk-A2. Este péptido
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estaría presente únicamente en una fracción de los individuos Aa’. puesto que C~Ll4 reacciona
con 14 de los 33 individuos .421’ analizados. Una posible explicación es que el péptido implicado
provenga de una proEcína polimórfica expresada únicamenEe en el 5096 de los individuos
analizados. Otra posibilidad seria la existencia de polimorfismo en las proteasas o proteinas
transportadoras de péptidos que participan en el procesamiento intracitoplásmico, si bien esta
alternativa implicaría una mayor frecuencia de este tipo de reactividades en los análisis de CILs,
tanto alogénicos. como restringidos. Ambas interpretaciones suponen que al menos parte de los
erLa alorreactivos dependen críticamente en su especificidad, del reconocimiento conjunto de
péptidos especificos unidos al aloantigeno. por lo que serían GrEs alorrestringidos.
La interpretación sugerida del patrón de reactividad de CTLI4 implica que una fracción
considerable de los clones alorreactivos de esta población policlonal debe reconocer un péptido
presentado por l-fl.A-A. Sin embargo, es presumible que múltiples péptidos endógenos estén
unidos al aloantígeno, lo que requiere una explicación a la aparente limitación de especificidades
clonales en la línea CrLI4. El antígeno estimulador utilizado para generar CTL14, fue M11202,
que difiere de los otros subtipos reconocidos por CI’L14. M0201 y A0206, en uno y dos
aminoácidos respectivamente, localizados en la lámina 8 del fondo del sitio de unión del antígeno
y que alteran la capacidad de presentación de péptidos por HLA-A2 (119, 137, 138>. Es previsible
que sólo una fracción de los péptidos endógenos presentados por A0207 puedan ser presentados
también por A0201 y M0206. De esta manera, sólo aquellos clones capaces de reconocer
péptidos en asociación con estos tres subtipos serian los responsables de la reacción cruzada que
presenta CTLI4. Dos características de la reactividad de esta línea sugieren que una mayoría de
su población de célulasTpresentan esta especificidad: primero, la eficiencia lítica hacia las dianas
susceptibles que presentan cualquiera de los tres subtipos era muy similar; segundo, los estudios
de inhibición fría mostraban una fuerte inhibición de la lisis de las células estimuladoras tanto por
dianas AO2OV como A0206 frías. Estos estudios también descartan la posibilidad deque dos
subpoblaciones distintas de célulasT sean responsablesde la reacción cruzada con células AO2OV
o A0206L Por tanto, parece que bajo las condiciones en que fue obtenida CTLI4, un complejo
concreto de péptido+HLA-A habría tenido una estructura inmut~odominante contr, la que se
dirigió la mayor parte de la respuesta alorreactiva. El aislamiento de péptidos endógenos unidos
a antígenos de clase 1 ha demostrado que el número de péptidos mayoritarios unidos a un
determinado antígeno en la superficie celular puede ser relativamente limitado (180). Por tanto,
es posible que el nómero de complejos MI4C+pépt¡do con alto poder de estimulación alogénica
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sea reducido. Además, la naturaleza de los epitopos inmunodominantes puede ser influenciada
por la combinación específica de respondedor y estimulador utilizada.
Una cuestión fundamental es en que medida los péptidos endógenos unidos
constitutivamente afectan esencialmente a la especificidad del alorreconocimiento. El análisis
mediante mapeo peptidico comparativo deS variantes de HLA-87 definidas por Cita (W0702,
B7.1 y 87.4) que eran reconocidas diferencialinente por una serie de dones específicos de lILA-
87 (209). mostró que eran indistinguibles de B0702 (210). Esto sugiere también que los dones
de CrLs utilizados en la definición de dichas variantes podrían reconocer 80702 en una manera
alorrestringida en asociación con péptidos difererscialmertte apresados en la población. La misma
situación ha sido descrita en antígenos de clase 11, donde CrIs alogénicos dirigidos frente a una
especificidad DR, diferencian células dianas provenientes de individuos diferentes que portan la
misma cadena 8 (211). Asimismo, han sido descritos diversos ejemplos de CIta alogénicos cuya
reactividad depende. presumiblemente. del reconocimiento de péptidos endógenos derivados del
MHC, presentados por el aloantígeno (147-151, 155.157. 212). Sin embargo, es probable que la
mayoría de los péptidos endógenos no sean polimórficos dentro de una misma especie, por lo
que los Cita alorreactivos que reconocerían estospéptidos en el contexto de un aloanlígeno dado
no revelarían su naturaleza alorrestringida en los análisis de panel, especialmente si se utilizan
células diana de linajes similares. La dependencia del reconocimiento o patrón de especificidad
fina de algunos dones alorreactivos del tipo celular de las células diana, apoya esta hipótesis (152-
154). AdemAs, pueden generarse gran número de precursores de Cflh alorrestringidos en
condiciones adecuadas de estimulación 1z~ vitro’ de linfocitos 1periféricos con células alogénicas
infectadas con virus, lo que indica que los complejos péptido+aloantlgeno pueden producir
respuestas alorrestringidas (213).
En resumen, nuestros datos sugieren la naturaleza alorrestringida de una Línea de Cris
alogénicos, debido a la identidad estructural de los antígenos diana reconocidos diferencialmente.
Esto se añade a la evidencia en otros sistemas experimentales que muestran la implicación de
péptidos en el alorreconocimiento y la capacidad de las poblaciones de células1 degenerar CTU
alorrestringidos. por lo que sugerimos que el reconocimiento conjunto de péptidos y antígenos del
MHC es una característica frecuente entre las células alorreactivas. Por tanto, el reconocimiento
alogénico y el restringido compartirían similares bases estructurales, al menos en una fracción
de los CTLs alogénicos.
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5.3 ANTíGENOS HLA,M02ó4 Y HLA-A0211: LA SELECCION NATURAL COMO
MOTOR DE LA DIVERSIFICACION DE LILA-Al.
La secuencia de M0204 revela la existencia de una única sustitución de Arg, por Met,,
lo que justifica el patrón de electroenfoque de este subtipo, pues implica la pérdida de una unidad
de carga positiva respecto de M0201, siendo su carga neta idéntica a A0203 (112). La pequeña
deferencia en el pl entre estos dos subtipos es atribuible a la diferente naturaleza de los residuos
cargados sustituidos en ambos subtipos (Val.,~ a Glu en M0203) y a la influencia de estos
cambios en el pK de residuos cercanos a cada uno de ellos. Un efecto análogo en el patrón de IEF
de sustituciones que no involucran cambio de carga ha sido observado entre los subtipos de FILA-
B27, B’2704 y B~2705 (214>
Entre Ai0204 y M0201 existe un único cambio de base en la posición 362 que es el
responsable del cambio de aminoácido en la posición 97. Esto sugiere que M0204 deriva de
A0201 por un único proceso de mutación puntual. La metionina en la posición 9~ se encuentra
en otras moléculas del locus A. pero asociada a cambios en posiciones muy cercanas como la 95
en el caso de .468.1 y 4w 19 (.429. .431. A32 y AwS3) (61). Por ello. parece improbable que este
cambio haya sido introducido por medio de conversión génica interalélica, pues uno de los puntos
de ruptura en el intercambio de DNA estaría muy cercano al de la mutación detectada (base 356).
Si esta interpretación es correcta, la introducción de la Met,, mediante mutación puntual indicarla
que mutaciones recurrentes pueden introducir el mismo cambio en la misma posición mas de una
vez durante el proceso de diversificación de los antígenos de clase 1. Sin embargo, no es
descartable la existencia de conversiones génicas que afecten a segmentos muy limitados y que
introduzcan cambios únicos. Los antígenos .431, Aw33 y .468.1 podrían actuar como donadores
en un fenómeno de conversión génica de estas características, por transferencia del fragmento
356-390. como máximo, de su secuencia de DNA. M0204 ha sido detectado únicamente en indios
sudamericanos y podría estar presente en una alta proporción en esta población. Además, este
subtipo está ausente entre los indios norteamericanos y mejicanos examinados, lo que sugiere Su
reciente aparición, probablemente tras la diferenciación étnica de los indios americanos ocurrida
hace l6000-400e0 años (215>. Significativamente, el antígeno .431 está presente en una alta
proporción en laspoblaciones indias, por lo que podría ser urs candidato idóneo para proporcionar
el DNa. donador cts una hipotética conversión génica.
A021 1 presenta dos únicas sustituciones a nivel de DNA en las posiciones 290 (Ca 1) y
292 (C a O) lo que se traduce en dos cambios en la secuencia de aminoácidos en las posiciones
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73 (Thr a ile) y 74 (His a Asp), la última de las cuales explica el patrón de 1FF. en el que M0211
difiere de A0201 en dos unidades de carga (112).
la secuencia encontrada en ~0211 de fle,..Asp.A es muy poco frecuente entrelos antígenos
LILA de clase 1 y sólo se ha encontrado en HLA-A31 y Aw33 (216). La presencia de esta
secuencia en subtipos de HLA-A2 es particularmente sorprendente puesto que el residuo 73 es
Thr en todos los antígenos A y 8, excepto AO2lt, ASí y .433, mientras que el Asp, es frecuente
entre los antígenos de los tres locí excepto en los antígenos LILA-Al que presentan LIis de
manera exclusiva en esta posición. Existen dos posibles explicaciones para al origen de M021 1.
Una sería una conversión génica inseralélien en la que participarían LILA-ASí, -AwS3 u otro
antígeno desconocido con esta secuencia, como genes donadores, según sugiere la identidad de
las secuencias de DNA en esta región (flg 5~). Una segunda posibilidad seria que la secuencia
de A021 1 derive de un precursor común a todos los antígenos LILA-Al, que contuviera la
secuencia consenso de HIA, AGr GAC, en los codones 73-74 (61). Dos mutaciones
independientes en este ancestro hubieran generado MO2i 1 (ATT’ GAC) y la secuencia de todos
los demás subtipos (.40’ QAC). Las secuencias de .431 y Aw3S en estos codones se habrían
generado a partir de los precursores correspondientes que juvieran la secuencia consenso ACT
G.4C, mediante una mutación recurrente en el codón 73. No hay ninguna evidencia sustancial que
favorezca una de estas alternativas. Sin embargo, apoyamos la primera posibilidad en base a los
patrones de distribución de los subtipos de LILA-Al. Así, AO2Ol, el subtipo mayoritario, se
encuentra en todos los grupos étnicos principales, mientras que los demás subtipos tienen una
distribución étnica mas restringida. Por ello es probable que la mayoría de los subtipos (excepto
los del subgrupo .412) deriven de A’0201 en vade un antepasado común a HLA-A2. Además.
70 77 291 303
HLA-A2 E 5 Q T H R y D CACTCACAGAC¶CACCGAGTGGAC
IILA—A*0211 - — - 1 D — — — T—G
HLA-AW33 - - - 1 0 - - - T.G
lILA-AJí ---ID--- T-G
A—CONSENSUS — — — — O — — — G
Figura 5.2- Comparación de las secuencias de aminoácidos y de DNA entre M021 1 y otros nIdos
LILA en la región de diferencia con A0201 (216).
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la segunda explicación implicaría que A02t1 se habría generado en tiempos muy remotos (antes
de la divergencia entre A0201 y Al.2. que precede a la aparición del homo sapiens) (117) y
habría permanecido intacto, sin sufrir ningún tipo dc diversificación posterior, lo cual, teniendo
en cuenta la dinámica del sistema descrita en esta tesis, es altamente improbable. Una situación
análoga se obsesva entre los subtipos de HLA-B27. Por tanto, la conversión génios interalélica
proporcionaría un mecanismo de generación de A021 1 mediante un único acontecimiento
genético a partir de M0201. Si bien este mecanismo es dilícil de probar mediante la
determinación de secuencias, ha sido propuesto como manismo esencial en la generación del
polimorfismo de los antígenos HLA (61), incluyendo la generación de otros subtipos de LILA,
.42 como Aa0203. A’0205, M0206 y MOhO (117. 115. 119, 122). Además, hay que resaltar el
hecho deque las poblaciones orientales y de indios americanos presentan las mas altas frecuencias
de Aw33 y ASí, respectivamente, lo que favorece la posibilidad de conversión génica en FILA-
Al con fragmentos de DNA de estos genes donadores (217).
El residuo 97 se localiza en la cadena 81 del dominio al, que cubre los residuos 92-104.
situada en la lámina fi del fondo del sitio de unión del antígeno, con su cadena lateral dirigida
hacia el interior del sitio. Participa en la formación de los subsitios C y E y es parte esencial del
surco prom,nente que cruza la lámina fi en LILA-Al <79, 101). Por tanto, el cambio de M0204
puede afectar a la unión de péptidos ~. por ello, al reconocimiento por células T. Mi pues, al igual
que los demás subtipos de lILA-Al, M0204 debe ser un alelo funcionalmente distinto.
Por su parte los dos residuos 73 y 74 alterados en M02l 1 se localizan en la hélice a larga
del dominio ni dirigidos hacia el interior del sitio de unión del antígeno. Por tanto, como hemos
descrito que ocurre en el polin,orlismo de los subtipos, su localización espacial puede influenciar
la unión de péptido y el reconocimiento por células T. puesto que forman parte esencial del
subsitio C. Así, el cambio único de la posición 74 altera tanto el reconocimiento por CTLs
alogénicos (143> como el de CIta específicos de nucleoproteina de influenza restringidos por
A’0201 (137). Por ello, son susceptibles de sufrir presión selectiva en base a la funcionalidad de
LILA-Al como molécula presentadora.
Si analizamos la localización espacial de las posiciones polimóficas de todos los subtipos de
HIA-A2. encontramos un sorprendente agrupamiento de los residuos polimórficos en una zona
limitada de la lámina 8 en el fondo del sitio de unión del péptido (fig. 5.3). De las 13 posiciones
polinsó’-ficas detectadas en Tos subtipos. lose localizan en el sitio de unión del antígeno. De ellas
tres, las posiciones 95 (cambiada en .M0202. MOlOS y MOlOS), 97 (A0204) y 99 (A0207 y
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A02 lO>. ocupan posiciones alternantes en la misma cadena fi (cadena fil del dominio ah). Una
cuarta, la posición 9 (M0205, A0206 y MOlOS) se sitúa en una cadena £ adyacente (cadena £1
de al), estando en contado con las tres posicionn 95. 97y 99. En los diferentes subtipos pueden
producirse cambios en cada una de estas cuatro posiciones separadamente o en combinación con
otras de este grupo, encontrándose basta 3 aminoácidos diferentes en la posición 99 en los
diferentes subtipos. Así, existen siete combinaciones diferentes con estas cuatro posiciones en los
once subtipos de LIlA-Al analizados, lo que iguala el número total de combinaciones encontrado
entre todas las demás especificidades del locus A de secuencia conocida (tabla VIII). Estos cuatro
residuos dirigen sus cadenas laterales hacia el interior del sitio de unión del antígeno, por lo que
su variación puede modular la e~,eciflcidad de la unión del péptido y contribuir siwiiflcativamente
a la diferencia en las propiedades como moléculas presentadoras de antígenos de los distintos
subtipos. De hecho, el cambio individual de las posiciones 9. 95 y 99 alíera la capacidad de
reconocimiento en células Itanto alogénicas como restringidas (109, 117. 119,137,141, 143). Los
residuos 73 y 74 cambiados en M0211, se encuentran espacialmente muy cercanos al
agrupamiento de las posiciones polimórficas 9, 95, 97 y 99 de la lámina fi. El residuo 74 en
particular, está en contacto con los residuos 95 y 97 y la sustitución de LIis,, por Asp,, origina un
subsitio cargado negativamente delimitado también por las cadenas laterales de los residuos 9. 70.
73,95 y 97<101, 102). Las cuatro posiciones poliunérficas restantes del sitio de unión del antígeno
se sitúan en la hélice o de ol (residuo 66 en MOhOS) o en la de oh (residuos 149, 152 y 156 en
AO2OZ, y 152 en M0202, MOhOS y MOhOS). Tan sólo tres combinaciones diferentes han sido
generadas por el polimorfismo de los subtipos de FILA-Ah en el agrupamiento de la hélice o del
segmento 149-156.
Este patrón de polimorfismo encontrado en LILA-Ah es muy diferente del observado entre
los subtipos de LIlA-BIt que constituye el otro grupo de alelos de clase 1 cuyo polimorfismo ha
sido analizado en profundidad (103). El agrupamiento de residuos en la lámina fi que genera la
mayor parte del polimnot-flsmo en LILA-Ah está conservadoen los seis subtipos conocidos de LILA-
B27. Por el contrario, existen cuatro combinacione, diferentes de residuos poliniórficos en el
segmento de la hélice o que cubre los residuos 74.-SI. Este segmento, cuya relevancia en el
reconocimiento por células T ha sido suficientemente demostrada, está totalmente conservado
entre todos los subtipos de HLA-Ah. acepto la posición 74 de M021 1. Esto sugiere que la
diversificación de subtipos entre antígenos de clase 1 tiende a ocurrir preferencialinente en zonas
del sitio de unión del antígeno espacialmente localizadas, con relevancia funcional, siendo dichas
126
Figura 5.3- Localización en el sitio de unión del antígeno de los residuos poliinórficos en los
subtipos de LILA-Al, acepto el cambio en la posición 236 de oS presente en M0209.4
Table 1’1i1. Patrones de polimorfismo de la lámina fi en los subtipos de FILA-A2.
~UflTfPO
POSIClO
9 ~ 97 99
MOIOI. 03. 09. II F V R Y
A’0202 1’ L R Y
A0205. 08 Y L R Y
A0206 Y y R Y
MOlO? F V R C
A0210 Y V R F
M020-t F V M Y
LOS cambios de aminoácidos en cada posición respecto del subtipo M0201 se indican en
n.~.
127
zonas diferentes para los distintos antígenos. Sugerimos que, dependiendo de la panicular
especificidad de presentación de péptidos de un antígeno determinado, la presión selectiva
favorecerla la acumulación de las diferencias entre subtipos en ciertas regiones de la molécula,
debido al efecto que el polimorfismo de dichas posiciones pueda tener en la presentación
antigénica por parte de un antígeno LILA determinado.
La marcada diferencia en los patrones de distribución étnica de los distintos subtipos de
FiLA-Ah y la sigaificativa frecuencia de algunos subtipos (como M0204) en pupos étnicos
paniculares, puede estar determinada por factores estrictamente genéticos, pero también, como
sugieren nuestros datos, por la distinta ventaja selectiva proporcionada por subtipos individuales
como moléculas presentadoras de antígenos para la interacción con patógenos específicos en sales
poblaciones.
Puesto que MOhII y M0204 fueron detectadas mediante ¡EF la acumulación de cambios
de los subtipos en este área funcionalmente crítica no está predeterminada por los procedimientos
de detección de los subtipos (habitualmente, variantes funcionales detectadas por su reactividad
con CrLs>. Por tanto, aunque no existen estudios de población relativos a M0204 y MOhI 1, sus
secuencias refuerzan el concepto deque la diversificación de LILA-Al está dirigida por un proceso
selectivo que tiende a modificar predominantemente una región panicular del sitio de unión del
antígeno. Esta región está formada por residuos en dos cadenas fi que forman la interfase nl-ah
y por residuos muy cercanos en la hélice o de ol. Probablemente, la principal fuerza selectiva es
el efecto que las mutaciones en dicha región tienen en la especificidad de presentación de
péptidos por parte de HLA~A2 y es ejercida fundamentalmente a través de la interacción con los
patógenos del entorno en el que habitan las distintas poblaciones en un proceso de selección
natural.
5.4 DISCUSION GENERAh IMPLICACIONES FUNCIONALES Y EVOLUTIVAS DEL
POLIMORFISMO DE HM-Ah. RECAPITULACION.
Los datos de caracterización estructural de tres nuevos subtipos aportados en la presente
tesis permiten una evaluación mas extensa de los mecanismos evolutivos que operan en el proceso
de diversificación del antígeno LILA-Ah (tabla IX). Dos son los mecanismos fundamentales que
han generado el polimorfismo de subtipos:
- mutación puntual, operante, al menos, en: 1) el cambio del aminoácido 43 de O—> R.
derivado del cambio de la base 200 A-- >0. presente en los alelos del subgrupo .42.2. puesto que
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Tabla IX. Resumen de las diferencias entre los distIntos subtipos de LILA-Al respecto de A0201.
Denominación subrino
LWJL Antieua Célula
MOhOI A2.1 IT
~Amimsísi&. Nucleótido
Posición Cambio E~á.
LCLIhI
M0202 A2.hF M7 43 Q-->R 200 A—>G
DRí 95 V—>L 355 <3—>C
402 C->G
156 L-->W 539 T—>G
M0203 A2.3 DKI 149 A-->T
DEW 152 V-->E
156 L-->W
RML 97 R-->M
MOhOS A2.2Y AM
WT49
AhAa CLA
17527
517 G—>A
527 T—>A
539 T.->G
Mapeo peptídico
Clon genómico
Mapeo peptidico
Clon genómico
362 G—>T PCR
9 E--VN’ 98 T--OA
102 A—>C
43 Q—>R 200 A-->G
95 V-->L 355 G—>C
402 C-->G
156 L—>W 539 T—>G
Clon genómico
Clon genómico
9 F—>Y 98 T—>A Mapeopeptídico
102 A—>C Clon genómico
PCR
MOhO? A2.4b KNE 99 Y-->C
MOhOS A2.4c KLO 9 E-->Y
43 O—>R
66 K-->N
95 V—>L
156 L-->W
Mapeo peptídico
Mapeo peptídico
M0209 Ah-OZB OZB
MOflO Al-LEE LEE 9 F-->Y 98 T-->A
102 A—>C
99 Y-->F 368 A—>T
107 W-->G 391 T-->G
MO21 A2.5 JUME 73 T-->l 290 C-->T
74 1-l-->D 292 C—>G
Clon genómico
PCR
Qam~
Set proteica
PCR
don genómico
Ráf
76
86
113
M0204
114
115
116
115
M0206
117
1 1~7
118
119
61
120
121
236 A-->E Mapeo peptidico
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• Esta tesis
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ni la a ni la Mg están presentes en esas posiciones en ningún otro alelo del locas A secuenciado,
y, aunque está presente en todos los sIclos B, la presencia de Ten lugar d.C en la posición 198
indica, con la máxima probabilidad, que ha aparecido en LILA-Ah mediante mutación puntual
recurrente; 2) el cambio de la posición 99 Tyr—>Cys, en AOr7, que puede originan. por un
único cambio en la base 368 deA—>G, sólo presente en el alelo 0.1. asociado a canibiosen las
posiciones 360 y 378; 3) el cambio silencioso de la base 402 de C—>G, presente en los alejes del
subgrupo Ah1, que no se encuentra en ninguna otra secuencia; 4) el cambio detectado en A0209
del aminoácido 236 de Ala—> Cli., derivado, presumiblemente, de un único cambio de nucleótido
en la posición 779 de C— >A y que sólo se encuentra en este alelo-
- conversión génica. que habría operado en: 1) la generación del subtipo A23 mediante la
donación de, al menos, el segmento de DNA que cubre las posiciones 517-539 y que se traduce
en los cambios de aminoácidos de las posiciones 149. 152 y 156, probablemente por parte de los
antígenos A25 o Ahó; 2) la generación del cambio de la posición 9 Phe-->Tyr, que se corresponde
a nivel génico con 2 cambios (uno de ellos silencioso) en dos codones distintos, en las posiciones
98 y 102. y que habría ocurrido al menos 2 veces en el proceso de diversificación de LILA-Al
(conversión génica recurrente), existiendo múltiples alelos potencialmente donadores; 3) en la
generación de los cambios en las posiciones 73 (mr—Ale> y74 (1-lys-->Asp) del subtipo A0211
que presenta cambios de nudeótidos en las posiciones 290 (e—Vr) y 292 (C—>A), pudiendo
haber participado los alelos Alt oAw33 como genes donadores de DNA. La conversión génica
habría tenido lugar fundamentalmente eno-e alelosdel mismo locas, como parece sergeneral entre
los alelos HLA.
El resto de los cambios detectados (posiciones 66.95. 9?y 156) podrían haberse generado
por cualquiera de los dos mecanismos, bien involucrando conversiones génicas que af~ten a
sementos muy pequefios de DNA (19 bases en el caso de la posición 95 a partir de Ar24. único
antígeno con esa secuencia en dicha posición) lo que explicaría la repetición del mismo cambio
en distintos procesos de diversificación <posición 156), o mutaciones puntuales recurrentes a
cambios presentes en otros antígenos. Esta segunda posibilidad es especialmente probable en los
casos de los cambios en las posiciones 95 y 91. punto que la eventual conversión génica implicaría
fragmentos de DNA muy limitados (unas 20 bases como máximo en el caso de la posición 95) y
con el punto de ruptura muy cercanoa la base cambiada (6 bases). Así mismo, el subtipo.A0210
podría haberse generado mediante dos mutaciones recurrentes en las posiciones 368 y 391, dos
conversiones génicas adyacentes. lo cual parece muy improbable, o bien una única conversión
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génica de un gen donador desconocido.
Un tercer mecanismo podría haber tenido lugar en la generación de este polimorfismo. Se
trataría de una recombinación recíproca entre los subtipos MOflí y MOhOS en la que se habrían
generado los subtipos AO2O6 y A0202 (117). Análogamente, la reconabinación entre estos dos
subtipos generaría los dos primeros, si bien. dada la frecuencia del antígeno M0201 y su
distribución en todos los grupos étnicos analizados, es muy improbable que esta segunda
posibilidad haya tenido lugar. En cualquier caso, este mecanismo no es necesario para aplicar la
diversificación de LILA-Al, puesto que A’0206 y MOhOS pueden haberse generado a partir de
MOhOl y M0202, respectivamente, mediante la introducción del cambio de la posición 9 Y—>!’.
por conversión génica de un fragmento análogo de DNA donador.
Por tanto, los dos mecanismos fundamentalesgeneradores delpolimorfismo de los antígenos
de clase 1. la conversión génica y la mutación puntual, también parecen operar en el proceso de
diversificación del antígeno HLA-A2, mientras que la participación de la recombinación genética
es mas controvertida. Dependiendo de la participación de este mecanismo ono, se pueden sugerir
dos escenarios alternativos en la evolución de LILA-Ah, según los esquemas de la figura 5.4, que
minimizan el número de acontecimientos genéticos que darían lugar a la diversidad observada.
En ambos casos, los subtipos M0204, MOhO? y M0209 por un lado, y MOhOS por otro, se
habrían generado por mutación puntual a partir de AOhOt y MOhOS respectivamente. Por su
parte, los subtipos A0203. yMO2Il poruna parte, y MOflO por otra, se habrían generado por
conversión génica a panir de MOhOI y M0206. respectivamente. A su va, en La primera
siternativa, los subtipos MOhOS y A0206 se habrían generado por conversión génies que
involucra una misma región de DNA donador. a partir de M0202 y MOhOI, respectivamente.
A pesar de la gran diversidad observada, no parece que la frecuencia de fijación de nuevo
polimorfismo sea muy elevada, puesto que el análisis de antígenos Al presentes en distintos
individuos, incluso de diferente origen étnico, no ha revelado diferencias dentro de los mismos
subtipos, ni mutaciones silenciosas en la secuencia de DNA (117). La única mutación silenciosa
detectada es la de la posición 402 (C—’ O) que está presente en todos los subtipos del grupo A2.2
(A0202. A’0205y MOhOS) y que, por santo, se conserva desde la aparición del primer alelo de
este subtipo en tiempos muy remotos, así como la de la posición 102 que está asociada al cambio
de aminoácido de la posición 9 (M0206, A0205. MOhOS y M0210), derivada del DNA donador
de la conversión génica que generó este cambio (117, 119).
La característica fundamental del polimorfismo observado y de la que deriva su importancia
A A*0210
A*0204
4
A*0206
4
A*0207—r—-— A*0201
A*0209 1’
A*0205— A*0208
4
A*0202
A*0211 A*0203
6
A*0203 A*0211
A*0204
A*0207 A*0201
x
-bA*0209
A*0206
A*0205 — A*0208
A*0202
Fgura £4. Esquema de posibles procesos de diversificación de los antígenos HLA-A2, según se
considere la participación de la recombinación recíproca (B) o no (A) Las flechas sencillas indican
procesos de mutación puntual y las gruesas conversión génica (y reconibinación en ~>• Las líneas
entre MOOI y AOIOZ indican mutaciones puntuales originadas en uno u otro antígeno o en un
ancestro común.
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funcional, es su localización mayoritaria en el sitio de unión del antígeno, como ya hemos descrito.
Incluso el subtipo MínlO, definido serológicamente,y los subtipos A0204 yMO2ll definidos por
TEl’, presentan sustituciones en el sitio de unión del antígeno no a~ibJes a antiosespos. lo que
confirma que la distribución del polimorfismo no es fruto del sistema de definición funcional de
las variantes polimórficas, sino una característica intrínseca de la generación de diversidad como
moduladort de la funcionalidad del antígeno Al Mas aún, todas las posiciones polimórficas del
sitio, excepto la 149, presentan sus cadenas laterales dirigidas hacia el interior, con capacidad de
interaccionar con los péptidos endógenos presentados por LILA-Al. Por tanto, la variabilidad
detectada afectaría la capacidad de unión de dichos péptidos, que serían presentados
diferencíalniente por los distintos subtipos. constituyendo la base de la presión selectiva que
dirigiría el proceso de evolución del antígeno. La distinta capacidad de presentación de los
patógenos operantes en el medio puede determinar la selección de distintos subtipos en las
distintas poblaciones. Así existe una distribución preferencial de los diferentes subtipos en los
distintos grupos étnicos: Alt es predominante en poblaciones caucasianas, Ah está
preferencialniente representado en poblaciones negroides, A13 lo es en poblaciones orientales y
A0204 en poblaciones de indios americanos (112). El análisis de un mayor número de individuos
y de los haplotipos en los que se encuentran los distintos alelos podría determinar si esta
distribución es debida a factores estrictamente genéticos. o, como sugieren nuestros datos. a la
selección de los distintos subtipos por su especificidad de presentación antigénica. El reciente
análisis de los antígenos de clase 1 presentes en la tribu Warani de indios sudamericanos, formada
por unos 600 individuos sin contacto con otras poblaciones, ha puesto de manifiesto que tan sólo
presentan 10 alelos A y B (12. Watkins, comunicación personal). Su secuencia de DNA ha
demostrado que todos ellos corresponden a nuevos subtipos, con 1 a 6 nucicátidos de diferencia
respecto de los previamente conocidos, que implican cambios en el sitio de unión de péptido,
generados por mutación puntual o conversión génica. y a nuevas moléculas originadas por
recombinación entre distintos aletos del mismo locus. Paradójicamente, los dos únicos alelos Al
encontrados eran M0204 y MO2II, siendo los otros dos alelos del locus A presentes, Aiv24 y
ASí. ASí, como ya hemos discutido, puede actuar como donador de DNA en conversiones génicas
que generarían los dos subtipos descritos sobre el subtipo normal A020L Estos datos sugieren
que la capacidad de generación de polimorfismo es muy amplia y confirmarían que su fijación en
la población es debida a la selección de aquellos alelos cm-a capacidad de presentación peptidica
confiere una ventaja selectiva al interaccionar con los patógenos etpecíflcos dcl medio. La
133
comprobación de que cambios finicos en la molécula presentadora revienen la capacidad de
presentación de péptidos mutados no reconocidos por CTLs específicos (218). refuerza la idea de
la fijación no estocástica del polimorfismo generado y la adaptación de la estructura del antígeno
a las variaciones específicas de los péptidos antigénicos presentados. En poblaciones más amplias
con un mayor repertorio de antígenos de clase 1, la ventaja evolutiva proporcionada por la
aparición de nuevos subtipos ante un patógeno específico, se vería atenuada por la presencia de
otros cielos capacitados paz-a la presentación de dicho antígeno y la necesidad de interaccionar
con un mayor número de patógenos. La fijación de nuevas especificidades én estas poblaciones
sería un proceso mas lento y sólo se seleccionarían aquellas que presentan una pan ventaja
evolutiva en el entorno especiflen. Por ello, no se ha detectado un mayor nivel de polimorfismo
en el análisis de antígenos provenientes de individuos seleccionados al azar, de diferente origen
étnico.
La diferente interacción con los péptidos endógenos afecta no sólo al reconocimiento
restringido, sino también al alogénico, pues todos los subtipos son diferenciables por CITa
alorreactivos. En esta tesis hemos proporcionado una clara evidencia del papel de los péptidos
endógenos en el reconocimiento alogénico, al demostrar que Clii alogénicos pueden distinguir
entre células de la misma estirpe provenientes de distintos individuos que presentan el mismo
aloantígeno. Este reconocimiento alogénico diferencial de subtipos se daría a navés del
reconocimiento conjunto del complejo HLA-Al-péptido,de forma que la incapacidad de presentar
detenninados péptidos reconocidos por los TCR alogénicos, bien por su incapacidad de unir
dichos péptidos o por la alteración en la conformación que adoptan, daría cuenta de las
diferencias en el alorreconocirniento. La invocación de cambios conforniacionales indirectos en
los epitopos de la molécula de LILA-Al reconocida por el lCR, no tiene soporte aperimental,
puesto que la determinación de la estructura tercian de LILA-Aw6fi demostró que los cambios
de aminoácidos en el antígeno de clase 1, apenas provocan alteraciones en las cadenas laterales
de los residuos vecinos sino que modifica totalmente la cavidad del sitio de unión de péptido,
conservándose la estructura global de la molécula (102). A la luz de estos datos, podría
reevaluarse el papel del cambio detectado en M0209 en el reconocimiento alogénico y sugerir que
la falta de reconocimiento de OZE por tres dones alogénicos podría deberse a la participación
de péptidos poliznórficos ausentes en esta línea celular. En este caso, el cambio en la posición 236
no afectaría al reconocimiento por células Ty seria una mutación neutra. Si bien esta posibilidad
no es descartable. hay que considerar que los tres clones presentan un patrón de reactividad
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diferente con los distintos subtipos y que todas las lineas A~O20l analizadas eran igualmente
reconocidas, lo que sugiere que la diferente reactividad con OZE se debe al cambio en el
aloantígeno y no a otros factores que influirían también en el reconocimiento de otras lineas
celulares.
Finalmente, cabria evaluar el papel del polimorfismo de subtipos en el trasplante de
aloinjertos. Su importancia ha sido puesta de manifiesto en los limitados estudios que se han
realizado. Eh trasplantes de riñón, se ha observado una estricta correlación entre supervivencia
del trasplante y la identidad de subtipos entre donanates y receptores (219), mientras que en el
grupo de rechazo, la distribución de frecuencias de subtipos en los donantes es análoga a la de la
población control. La comprobación fehaciente de la participación de este polimorfismo en el
rechazo de trasplantes ha sido demostrada en el rechazo de médula ósea en una combinación
donante-receptor HLA idénticos con distintos subtipos de HLA-B4-4, diferenciados únicamente
en un cambio de Leu-->Asp en la posición ¡56 (220). El indN-iduo trasplantado (BU2j genera
in vivo una población de CTLs aloespecificos del subtipo BUí, cuya reactividad puede ser
analizada directamente en PBU. durante el periodo de rechazo. U generación de respuestas
alogénicas especificas de subtipo puede explicar, en parte, el alto grado de respuestas injerto
frente a huesped que ocurren en el 20.50% de los trasplantes de médula entre individuos HLA
idénticos. Por tanto, la compatibilidad de subtipos de los antígenos LILA en procesos de trasplante
se concibe como una premisa necesaria para la mejora del nivel de supervivencia éi mismo.
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6-CONCLUSIONES.
El antígeno M0209 presenta, respecto del subtipoMóhOl, un único cambio en la posición
236 del dominio a3 de Ala a Olu. Este cambio requiereun finico cambio de base a nivel de DNA.
lo que sugiere su generación por un proceso de mutación puntual.
• El reconocimientodiferencial de M0209 respecto de MO2OI por algunos dones de CTIs
alogénicos indica que cambios fuera del sitio de unión del antígeno pueden influir en la
especificidad del reconocimiento por CTLs.
• Los antígenos Al-SCHU y Al-ESST, no reconocidos por la línea alogénica CILI4, son
bioquimicamente indistinguibles mediante mapeo peptidico comparativo, de los antígenos M0206
y AI-ARC. respectivamente, que si son reconocidos. AI-SCHU presenta la misma secuencia de
DNA que M0206 lo que indica que CItl4 reconoce diferencialinente antígenos LII.A-AZ
idénticos.
* U distinción por CTLI4 entre antígenos FiLA-Al estructuralmente idénticos sugiere que
estos CrIs reconocen un péptido polimórfico presentado por dicho antígeno. Por tanto, el
reconocimiento alogénico es, al menos pan una fracción de. aLt, un reconocimiento
alorresaringido en el que se reconocen conjuntamente el iloantig~no y lo¿ péptidos endógénos
presentes en el sitio de unión del antígeno.
* El antígeno M0204 presenta un único cambio de base respecto de MOIGI en la posición
362 (G-->T) que implica un único cambio de aminoácido en la posición 97 (Arg—~-Met). Este
antígeno, puede, por santo, haberse generado mediante un mecanismo de mutación puntual
El antígeno MOIII presenta 2 cambios de base respecto de M0201 en las posiciones
290 (C—>T) y292 (C—=G)que implican dos cambios de aminoácidos en las posiciones 73 (flr-
->lle)y74 (His-->Asp). Esta misma secuencia se encuentra ónicament¿enlosalelos LILA-ASí
y HLA-AwS3. lo que sugiere su generación por medio de una conversión génica en la que estos
u otros alelos desconocidos de igual secuencia en esta región, habrían actuado como genes
donadores de DNA.
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• Las secuencias de A0204 y M0211, junto con las de los demás subtipos de LILA-A2,
revelan eí agrupamiento del polimorfismo de subtipos de FiLA-Al en una región especialmente
limitada del sitio de unión del antígeno, con capacidad de interaccionar con los péptidos
endógenos unidos y. por tanto, de modular la especificidad de presentación antigénica de LILA-
Al.
• La región que agrupa el polimorfismo en HLA-Al es diferente de la de otros antígenos
(LII.A-B22), lo que sugiere que la distintacapacidad de presentación de péptidos de cada antígeno
determina la región de la molécula donde se actsrnula el polixnotfismo. mediante 1. presión
selectiva a que se ve sometido el antígeno de clase 1 como molécula presentadora de antígenos.
• La diferente distribución étnica de cada subtipo sugiere que ésta puede estar determinada
por la diferente ventaja selectiva que proporciona cada subtipo como molécula presentadora en
relación a los patógenos presentes en cada población.
* Los tres subtipos definidos bioqulmicamente A0204, A0209yM0211 presentan cambios
que alteran la capacidad de reconocimiento por CTLs y definen el agrupamiento de las posiciones
polizndrficas en una región crítica para la funcionalidad, lo que sugiere que éstas son
características intrínsecas al proceso de diversificación de HLA-A2 y no están predeterminadas
por el método de detección del polimorfismo.
Los cambios en los tres nuevos subtipos caracterizados sugieren la operatividad de los
dos mecanismos fundamentales generadores del polimorfismo en antígenos de clase 1, la mutación
puntual y la conversión génica. en el proceso de diversificación de LILA-Al
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An ELA-A2 population variant w¡th structural polysnorphism in tite
«3 region
Raúl Castaño, Angel Fiquen’, Nieves Domineeh, ancA Scsi A. López de Castro -
Ocp~nftem 0< Ijrnanel~y, Fundición ibn¿na Obe, Comer Supeclor
E-aSadO >dadcid. sp..
Abstrae!. Tite lILA-Al antigen espresaed by donor 023
can be djstingtithed from tite main HLA-AI- ¡ snbtype
it>- isoeleetric focuíing — it is one charge unu more acid-
ic — vid it>- sorne alloreadive‘r-cell clones tut not cyto’
1>-tic T Iymphocyte tinas. nc sriactmt of variuan 023
has beenexamine4 it>- comparaúve peptide n,apping witb
A2.l and radiocltentical saquenca arial>-tis. Tite twa
n,oíecuíes were found so differ in a single omie pepside
fron, <he a3 region, apmnningresidues 220-243. The .ini-
no acid sequence of <bis peptide fron, virinas 023 re-
vealed Úuat diere ni col>- one amino acid change ofC,lsi
mocad of Ala at posilion 236. altitlitno invatiuul residuo
<a cItas 1 MSA untigeas. AB previcual>- cluanctetiitd
lIlA or H-2 natural varianta br-e sintnrai duangea
reslineted soiiieal and/orrfl domain:.flus. vuñantOZE
mu unique ja tItas (1> it basan amino acM cAtanga lo a3
sed (2) it has no citanges la al nadal. Tbe col>- detened
substitution ofIbis varianí muy be acecunted fao it>- • sin-
glebase chango altite DNA leve!. auggesiin sitas II miglis
bate resulted from apoint mutadtmn latite ~42.1gene. The
sunícturul feastires of vanant GZB opeé a novel ny 50
examine <be influence ofpolyrnorphiun ino3onc>lol>-tiC
T-cell recognitioii ofnatLiralty occurTnig cliii 1 ait*igtiis.
Inmtroductloli
CItes 1 lIlA mnhigena are itigití>- polyrnorplmic ccli aurface
glycoproteins encoded lo <be RL-4-A, -A. aad -c loci of
tite human MHC. Tite>- are involved in <be ‘ecognision
ofotlier antigeas espreusedon vinsa-infected oc odrocise
modifmed celtait>- aL (MoMichiel es al. 97?. Diclc7ieifl
ci al. 1977). Poly,norphiíra is acitieved timsough • <aol-
niplicity of loe! wi<b a gweat nwnber of codoaniznatly ex-
A&bnsCfl,nflp~ndtNCttM0Bpflfl rr’n’s seÑA- Lé
1ndc cutre
Ab&.fl*J,Ai ,J.4rn5&JP<~n- aL. c,.dtikTlymtOC~wi; flPl.C.
hgh pCT<Oh.IaCW I,11d ctn,nu•osn,t,; EF. ~aI<Ciflb*‘Ofli’C
~ml4c.malo, tu.tccomIuhIbit*t, co~et
— lnves,¡g’c,eCt’ C-esIfOa. A”eaida Royo Cu,dIicos.2.
presaed alleles al cadi tocas. Tite RU-A. -A, -C alleIk
sedes haro beta derined it>- conventioltal tissuae 1>-pm;
serolor, (Bodmer es al. 1984). Ssructural analyses of
severa] serologicall>- defined ailoantlgens hay. reveuled
titas tite>- usmiulí>- dilfer froan each oduer «al ¿uit 5-101
of <¡meir amino acid sequen (GOasow es al. 1987>. me
grear majority of tite polymnorphic positiona are located
in tite No amino-Ieiininal al vid al domaina. tite pol>--
mnoqtism st titeaS region bein;mudt «nc limited. fle
fhmding dial tmznunologically indistingutsbtleelisa t ma-
<¡geas fromn different <acuse asabspecias (Arden Lid ¡<loja
1982) oc differeat human «<hale ¡iowa (Holmes es al.
~1927)are alto atrsmctunliy idensical has lcd tu tite sugjes-
<ion<bat muclmoídio allelierepatoire of <be «peces comild
bate bes essentiully asiablinhed-before ,peciasicn.
Sevesal veil-defined seralogie opeciricities han beco
sijon so aduje a nwnfrr of ssnmctmnhly dirfe:ettt v.b.
types, vticb are rodil>- distinguiaitable It>- CTL amid/or
~F. Tite sauceure uf severa] HLA-B7 (ralenal el al.
1984). -927 <Vegi es al. IgaSa, it, 1996, Seonan es el.
1986, Rojo es al. 1981a. it). -A3 (van Sclsrneadiji a al.
1985, Cowan el al. 1985), and -Al (Rnungel et al. 1982.
5983. Esquerra etal. 1996. Matuonet al. 1987. Holmes
cal. 1987, Don,¿necitet al. 1988) sublypea Isisbeenen-
minad. ncvaricus subsypes fromia agivea serologie apee
1-
(¡city differ froza ocA, oto, it>- ono or ver>- kw amino
acid replacenmenla, wtmich are always loated aol andlor
al. fle natura ofIbis s-ariabilit>- has provided supportivo
ovideace for <be occarreace of poire niutationa amid of
severa] types ofreeonmbinatioa medtinisntala tite ¡entra-
<ionof MMCcIas. 1 polvmrfot?hism. la somasCasta. gatt-
alma!>- wislt lILA-El?, <he ssavesere of <be miib<>-pO ca
be coirelated witlt <beir disuibodota anmoag difterenl edi-
dc populationa. fu correladon suuests thaI sub<>-pe-
relased polymoqtiam ma>- be relatavel>- r.cens, mu¡ch of
it baria
5’ amen afier davergeace of site nujor «tinte
groupt (Vega es al. 1986. Rojo es .1. 1987.). Funhmer-
more, claes 1 sublvpeaare amenable lo differeatisi recog-
silion it>- aL For <bit reason, la addisioa so <¡meir value
R. Catuto cia].: Sncmw, of lILA-Al radas. OSE346
for evotutiosm sssdie& <bey are umsiqsaely sssisable<o analyae
sise influence of timited sítvcsural polymorpisinmi in
modulsting <be apecilteis>- of aL recognitiosm.
¡ALA-Al it one of sise rnost cosonmon elias 5 serologie
specificities (Baur asid Danilova 980). l4eterogerseity
wísbism <bis antigra has boso detected wi<b seIf-ressiicteri
toiddisoa es al. 1980.. b, 1982, Pfeffer ancA flortis>-
t982. Qassoa «st ¡983, Gouln,y es al. 1982. 1984), al-
logesmeic (Hosa] es al. ¡982. vsa der Poel es al. 19831,,
Ware et al. 983. Beenaer es al. 1985) sacA xenogcne¡c
aL (Engotbard asid Betsjasnia 1983). Posma tubtypea,
deatgnamed A2-I toAl4. weredefinedbyusitmgallortac-
ik-e dL lino sacA ¡EF on a Iar:e panel oi A2-positive
iadividsaala tvasm cAer Poel es al. ¡983.>. AlÁ.Ml. ancA
Al.?’ are dustiaguishab!e by ¡EF. A2.2 beiag oste chau-ge
uníS more basic ascA .41.3 os,e cisarge mis more acidk <¡isa
A2.t - TIte Al.l asid Al.4 sastigena bate iderselcal isoelec-
<nc poiats. Funimer be¿eeogoncisy withia A2.2 ancA .42.4
has tren dctccsed w~eb both ailoimn,uneancA self-restsics-
cd CTI. <Gotch es al. 1985, van der Poe! es al. 1984,
1986)-
AnAl vaflans was fosmad in donor OZB timas did sso.
fis inso <be four eslablislsed subtypet <van cAer Poel es al.
5986>. Tisisvsrimnt &-as nosdistiaguishable frosis Al.l by
he polycloísal CII, ¿sed la <be defmnitionof <besubtypa,
bus u-ss tdentical ssitIs A].?’ by tEE. flore, site structssral
atiah-’is of tIme 028 Al sasinní is desctib«t.
‘taicriala ansi ítscthods
Pan Sr’M¡e’, <.sd,athta,rnSty letrkdliLA-Al heas,e*ahma. — »~-
ps
3I.ntsidCetI ¡ints 5YtÉ4LA-ALt- 57>trulOZfi iSLA-Al. 3:5i6,
333 inc usad s,the rasurar si ,sss’eri.5. tIn radioctsesskal puilatiasm
of iSLA-Al hra’y chau,, .w pcdbn,ied b” uimu,o’cipétatit’ it
‘he AlfAw6t-spec]lI’nchsnt rauco> PAl. 1 Sesshaassmuid Bedmar
9~(>í0dmniidtThalsrtd HLA-A. -Bhcmsytliais,amuuntsitatii-HJaa
derosibed Cuiteen etaS. ¡986,-
Prr.ri4emdpPifit iNues’rwsumt.n]siisr<HLA-A2 lmnsOZSb>crm.
p.iesr, p,psSde 055(91.5 ,.tS Att tas perifmsed su dae,id 1t2-
quer,aet al. 9865-bu-sulco, sm.nstta¡aby HFtC rs gndiem
of msssoseau,i acetale 5.0 acemstuste a Ociada] elmatere <Vep a
a]. i915b>. cuidar (r&-tousadoa o’ sosia u,r’sdred pepia u,,israrcs
searrind-,uiSHPLC-.sdsatridieniOfSCtlOfiilnIIittdlflAUttOl’ts-
s-iM (olsssiusr a derosibed rotsdsfte sR.,,s a .1- 5987s5- la sorne
t.1tnstrA- paj,ifrd 5iisic pepiida asic 0ipsse0 .455 5ue~éstcw-
oes-ny. anis Y8- Praseuse thtilesLaborass,ia. tInacO Icis5damrt.
SarnoSas tete dismaisid rndtu M
t oliO isM sita,moosWs‘ctS buffet.
plIJO.coaaaiusst tuiugofonba¡maSOtflCFtSeLMaflCtZ,fl-
s,.sut~nscitSatnset nniuprac.ntoIt:tVirtlhS3VC Ate,
Si, use. (a .airueasnofcmy”,e tas addedagaisaso tase resedas
sas continuad lar anoS,, II 5a137 c. mere sand’tsou,s at¡o melar-
U~e caearat 5 tse ertosssliaetrnacO — of gssoantie aid ‘n,ciaes
Orárseua 59fl5 Occas.asialíy. músico modulas of Ose masa amoama of
tas 05.1<10 p?ornosCCIOsSgf al slieCialIy ,t,Jst.,t gliaartrl
Israd,. anO acatatico sas coruiased (oc arauhar 2 h a 37 C. Aher
Osestias. ~ ttOf’ Ingail Oh<ers of anrimas]. adoro mmd Os.-
-ciscO ¡, os» rl siC dic sara beIrut. Saumtta ten tteshiliaed arO
rrehzsasistognp]mdd iludo ¡he — cotdstiom— <0< &t ie(i551
al arle p«~~-
Au,aaasrdsequares casis- fiádiodsms¡at aoqset mrsi,si o<mli-
¡he siso acid-Iubdcd pcsnda tau perfoemssdd ir ~ praseser of 50
usual olaportyqlth¡5 carnet, ja. B&hsrnnli
4uid-p*5t 5tqJt5Scit
— daaib’d lEzqaaez,a o .5. 146$>. Ahesca<¡n5y. íefluescmfl 3~ 0r.
atO — ita gu-5*5it tCqtC (A~,II.0 Biwyoets. 4’OA> a tbe
sisen o<apoumsysgltmrnes’C. asmasa tIme O3CMAC¡taras itppídd
hy uSe rnaraafacsmmrtni- 5ssW frsoieu,s w.t caed .45 Ca] 0<
AquatOt(Ne taslaso iSnebes-) (oa 50Cs U-255 0<LS 2fl I¡5ul0
,ci,sulsaulaus «aa,,,. ai~,8 . 005bSa ~».¡ e~ ‘II •fl4
acijadí>.RmOio.aMsyorp.asnreesprsms. pesdiqOmtáCCOUC
‘¡sed. — — is.&255> oc dpams ILE lflI- seiS’ ennniow —‘5
t-stducod frs,, tau valuas obsaiscd tauS apprspdut ~14atO WC can.
dardm.
Resulta
7?se ¡¡Li-Al anñger-sfronsJYarud 028 sñfferM a single
eripricpeprídefrom siseaS regios. flhesmmctural duarte-
serizauion of <be023 Al varias seas onied ous diroqis
isa compasisos wi<b <be ¡«non osnactiare of ISLA-Al- 1
ansigeo (¡<oller ansi Orr 1985), whielsisessptesmedOssfY
cc-lis, by dosabie-label eon,paramive pessldo tnapping vid
radiochemiol sequeaeing of te dilfeserscc pepsidet
Tyr-. Hia-, Lys-, Psi’-, Les,-, — AIá-tateled ssypcic
peptide tsssps seere inillaIl>- obtuimsed. Tiseje amisto aricAs
tabeS ovcrssppiag setaof pepeidea <batsogetee encompal’
100% of te extntellular ¡morlion of te nioleesule. tIte
Ti-a- ancA Hia-labelad ¡sup. ‘tse ideotitasl (ant sbon).
Time Lisa-, Pro-. ancA Lema-- lalteled nuapu cada ehoseed
-ose ‘H-labelad(S<5, PS. sacA LS. respecsively).aodone
~C-ta¡melesi(1<6. PÓ, ancA LA, ropeedvel>-> difreresmee
peales elsating st esisaivaleas positions jet lii <bree ¿ssapu
<Fi;. 1)- nc Ala-labeled map eoemtaiocda “C’lsbelt.1
difference peale. A5, eludag stdic tasio position — tose
ofprevious trapa, bus lacleed sas>- ‘Híabeled cosmnteepan.
(Fig. 1). limoso resulta sug¡esued <bat sisen — ont, or
dlfferesmeepepoide boiseeca Al. 1 asid <be OZBAl varias.
whiclm tus labeled iii bush proteina iritis Lys. Pro, asad
Leo, bus — seith Tyr or Isis. Faluilmnsnore. Ibis peptide
consained Ala jo Al. 5 bus nos in sise 023 varias.
Sequenclnaof<be Lema-labeied diffonsmce peptides LS ansi
LA indicased diat<bey bo<b constained nidirivis>-si cicle
55 <Fi;. 1). Time “C-luubelod LA peptide sbowed. isa
addition, ‘¡A- 5~
4C sadioacsivil> st ti-cío 2. Ibis tas
tse so <bepsesonce ofacomssasaiaans ~ie,síicslpeptide. be-
cause no tnratk peptide frora AI.l Isa la at ¡mosis —-
<jons 2 ancA II. flese resulta indiomed <bat LA ‘-as mise
Al. 1 peptide «panolis; resídues 210-143 <DC EDQTQD-
TELVETRPAODCTFQK) because diii ¡a sise mí>- <1>-rase
peptide oftime niolecule with Les, st position II - ¡bis pe<s-
<¡de airo contaismed Lya. Pro, ansi a Use seqs,esmer of
L3 ccnfsnimed <bas <bis pepside seas <be OZB cossnstuitSS
of lA.
Cabo a al-: Sus-acatare 0< ISL&-AI ranas 025 34-,
2
1
a
L
2
a
2
L
a
ala~ 5. t’siera.-phams Mac ramwauiuco of Lys-- Oso-. Lea-, amO Auu-trhcird arle pquides. PSS are n,isteeof att’edit so aoje rilaisse
55545, saidra suisísia emeS pe~waie ap. nitteren phm aa. s¡eeii’ued. 75* ‘.~aeuoc aaaS,ads claSe diVl,rr,sce pqqida U asO LA su aciudeo.
¡ce — yc#Oe a. ‘}ijOZfi) sai teto ssdjaaciis.tic ty-ads> un meparmiely ¡000.4 seNas. etele uuher lsu4an~. fle 5.3 Oilfrieu
-si ¡riÑo — a wasuiiaa adeasiras pe~uib 55 ,honI — o seqao,cjal
fle ¡¡LA-Al sñ¡esi frosis 028 has e ñus¡(e amino adA
cisaazge i,i,b 42.1 oc pcaiñon 236 TIme absonce of a5H-latseled countespmn sss <be A5 dilference pepiide, a
tbe ASa-labeled ssmap <Es;. 5), sssggenod dist al lesu
Al.,,. cosaScA be changed in <be 023 variasas. lisos, dr
<¡asic-tareoídio 028 difrerence peptide spassssing resiasmea
220-243 nsamsaiyrad in detail. lisisseas elossetuySabelisig
tho nioleculeseimis oach ofd<« amiaso mc-ida oftisis pepsiele.
in separate essperisnetuts, folloseed hy isolasioa of time la-
¡moled tsvpdc peptide. Sise Al. 5 poptide. bus sus tlmat frosn
‘auiasas 023. cosald be cloaved — time Ar,,.-Ps%, bonet
widi trypsia miado, vesy drassie coadisioris. or tisis tisis-
tripain <nos shoses,). lisis waa dueso dr pretence ola bits-
derlis; acidic retimisie mt position 236 ja <¡se OZB vas-izas
asid siot <odie abseaco of ArE». (sae belosa<), mus, <be
210—243 peptide. which ja vich ir tít residues. seas fluí-
tiserdigestedwitlsS. oa’emn VS protoase uadercosiditions
of selective cleanp ma titeas residuos. assd dr resultia;
poptides seos-e isotated assd seqsaesmced. Figure 2A showi
a cosisparison of siso Thr-Iaboled tryp<ic mapa from .42-1
asad <be 023 variant. As expecsed, <be oní>- differessce
peptidea. 14 asid 15. toe? <bose correapotidisa; by <¡meir
«SuPon positloa <o <he 220—243 <septide from 5323 ancA
.42.!. respocsively T4 asid 15*0,? miMeS sopetee asid
joimul>- digested tisis VS i>rc~esse. Iseo desisical peptidea
«VI asid IVI). a ‘H-diffrretst-e pcpddo <TV3). ancA a
‘t-difforoaco pe¡stide «V4) maere gestersued (Fi;. 23>.
Use seqsmamce analysis ofdiese fosar peptides jo slsow-n ja
Figure 2C. Iví ancA TV2 hacA lis, as posisjosss 3 sisd 6.
which indacaseel simas bo<h popíldea atarted ma position 213.
Seqmaeaeing of TV3 asid TV4 slsos-od 54. asid ‘C-label.
sespecsivelv, ascycles 5 simel 8, suggoasiag titas <bey seere
<be 028 vid .41.1 Iseptidos spanain; retidsmes 233—243
(TRPAODCTFQK ¡a Allí. Sjmilarty. a Val-ls¡me!ed
srypsic nsspseasobsaisued so isolate <he 220-243cASfloroace
peptidos V4 asid VS (Fi;. SA). tIsese tino peptidos seere
join* digeised with VS ¡roSease. ancA twa densical ¡top-
<idea. VVI asmd VV2. seere¡evseratedandseqsaenced(F;.
33). lite preaessce of ‘8- ansI “C.radioac-tjvit,.- st cycle
2 of VV 1 jisdicased timas <bis seas <be ¡toroide spastssismg
re,idsaes 230-232 <LVE). Soquencin; of VV2 sisoseed
radioacsivisy st cycle 9. ivsdicasirsg <bat it seas a parsjsl
clesvage intersoediase apsnnissg residues 223—232
(DQTQDIELVE). Smc-e VV2 elutecA mt sOte sarne posision
as IVI. <bis atIo,soed time assigstsssent oftite ¡VS ossd IVí
peptides <seo abovel st tisose tpannussg rcsidses 223—229
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1 r1. 1. A shott sSe reterse-ptsamo >IPLCcampari,ssss of Titr-lahescd s~y$e pcs-SIO,s. B
sisoas a corsantl.e verde — rl joisiuty
Jigueed Te ~73 pestn att & ante VS
p,a.e- 0,5cm úu sesemetmra]
5s0<ibeme
VI pnwease ¡ts-’~~ is-i a.trV2 esicp,sfi
lid treo, ‘M-lteItd (¡LS ata sepatsze titen-
Osas POmO?uO sut’¡eacis.. iSa,uSai’t amO
seoucmsdus ofpaSa are 55 a F4.er
asid 223—232. respec:i’ety. Iogniser, sIse lisa— taj Val-
abolid VR prosease peptides esscoerpass dio inhale apas
of sise 2=0—243differosice try-ptic peptide. except líe
tripeptide 220-222 (DGE). Ihoaisa
1ysis of tlsese VS peo-
sease peptides indicase sbau tIme sogmení apannin; residíes
223—232 a identical ja Al. 5 asid Lito 026 variass.
Time Asp-labelcd 220—243 tsypsie differcnce pepeides
ls-orn .42.5 asid sise 026 ‘ariaat were sIso c-bsaiímcd (nos
ílsown) anel ñsrsiser digosted witli VI ps-otease. Pomas- pep-
<¡dcpeaks were obsaSted upan c-lsrosssatogsspbic fractiorta.
ion ofihesedigesta(Fi;. 4.4). VV! mimeS DV2 incre jdeati-
cii. DV?’ asid DV4 ‘core OZB ansI .42.1 dilfereace
peptides. tespecsivílsv DVI acusas1>- contisted of a mit-
sus-e of severaS jdesssicai peptidet ansenable <o separation
under difleresmí chrorssasogs-aptsic coaditiona (fiat shown).
Sequencin; olmo oftitese peptides, DVI.l asid DVI.?’.
slsoss’ed raelloactivis>- st oyese i - asid Ss cyclea 1 tríeS 5.
respecsi’-elv (Fi;. AA). Usis indicaled timas <tieso tino pep-
sidos inere sisose spasnisg resíduca 220—222 (DGE) and
223-229 tPQTQDTC). retpectively. DV2 siso sitoined
radicocuivít,ac os-cíes 1 aseS 5. lIsis poptide elused la time
sanse posisior- sí 1V2 <Fi;. 2W and tas <bes-cloro st-
sgned so tite panisí cteavs;e irtes-nsediate ipannin;
residstea 222—232. SIse 0215adifeelesce popeido DV3 elut-
«eS sí <¡te sanie potision sí 1V3(Pig. 26) atad slmoseed
eadioacsivity st c-ycle 6 (Fi;. 4.4). Tisis indicatod sisas it
time peptide etaesln; mt <sudase 233. DV4 — ner se-
qísencod. buí itt elution posisiosa seas idesmtical seitis <bat
of 1V4. Thut, it Vsa astigaed st tlse .42.! ¡soptide apan-
¡sus; residuos 233—243.
Labc¡ing seisis Ola togedier seisIs Glu alloined itmcor
1,o-
rasiosí olbotis eadioac-tive amino acta Asia pees-iotasex-
rseri¡sses’ts, dio singlo 220—243 snptie diffes-estce pepoide
seas jiolated (rosa ‘54-Isbeled 023 mM “C-Istmoled .42.1
5aroseisss (nos sisowsW. ioint digesslorm ofbodi peptides widi
VI ps-osease seas cas-riad Oiut tríd <be resttltiasig unixisaro waa
eciolved isa tisree ¡desmíjoal pcaks’QVI.QV2, andQV3).
‘Ii-diffes-eace pofl, QV4, asad. ‘~C’diffeeesice peal.
9VS (Fig. 46). lIte QVI piale sas simoseis so consias of
a misture of idematical peales. incismdií,g tono sinain pqstidos.
QVI. 1 andOVl.2.ameu,abletoseparatioaus-sderdlfferens
chronsatogesplsic conditions (itas abosen). lime talsíence
aststyseioltisese poptidos as-e shoin-n in Figure 46. <2V! -
vas abolid st cycles 2,4. asid 1. iradicating <Fíat Ibis pep-
<ide ints simas spausairmg residuos 223—229 (DQTQDTE).
Tite signiftctntly osees- radioacslvity a’ cycle lis consta-
u
o
1
o-
a
1
a
U. Cass6o a a!.: Signasecf ISLA-Al nr,.. Oit 3-a,
51
5e u,, ~
50 500 StO 205
-u-
sesmí seisis te presesmeeofGiumttoc.r¡moxyl-tenninlpo.d-
tion. <>VI.2 seas tabeled a: c>-cIes 3.5.asmdl, ilmes-esative-
5>- osees- leí-el of rsdicae,ivity al c-yc-Io 3 beissg cosasiaseal
inicAstlie ps-rseac-oofGlu instad olGb (inhicb ia imaesarpo-
<steelmore efflciesssly upon nrubslic labeling)al <bit pci-
sitiosv Usas. tisis poptido — asaigned msa parsi.1
clemasage imatoesnedlato ípassnia u-tajases 220-229
(DCEDQTQDIE). QV2, wlsic-b elutod ¡rs siso amso pos1-
donas VV! (Figa. 3B mmd 4B1. almoseed radiometivil>- mt
c-yeIo 3 mspesc seqsicneing (FI. 4B). Usas, it — asaigaed
sa dio 230-232 poptide (LVE). QV3 cosaId nos be te-
qsienced. lito difYereruc-e pepticbea QV4 maseS QVS obsteS
~t tbt tatíse ¡tOiitmottís ma TV3 os- DV3. ni TV4 0< DV4,
respectivel-c(Figs 2and4), su~estiagslmast1aeywere<be
023 tael .4=.!peptidea, rcapecti.ely. aemrtiísg ml poaitioa
233 (aeeafrve). Soqsaencingof<2V4 sIsoseol vadiomelivis>-
al qseies 4 aseS lO. Use peeserme? 01 ¡abel mt residuo lO
indicatod *555 Ibis pepoido apannod <esidues 233-243. oit
<be ¡masis of sise sequesice of Al. 5 in <bis segeitesal
«RPAGDOTFQK). lite relativo an-ao.arísacfs.dioactivi-
y recovored as cycles 4 tael lO jadicated sisal residsae 50
oftisis pepoide onas asnada aflore efficlesmmly tataeled. Osimer-
seise mise repotisiveyield of<be QV4 aeqsaoncirsg non asoisid
.4
o
sc
2
o-
o
ti
¡a
t- 3. A ‘¡ben rcs-etse-$saso
O IPLC ts,s
5satissrn 0<Val-labuitO iryp-
o -
e, rqsida~B¡ho.s a —0nhi5r
alIcatO VOtad
VSpes-tiosa 45di 5- netas Vtptmra,e.
- — . aafrsiso< ¡he sn surjb-
VV! amO VY2 is rct,ad.
?ísum*ueriqmr,d aesjasaeimma of¡o.k. arr
mt a FIrme 1
bate beess97%. a valuewimidm isneverottaincd aiim s.ssall
peptides la osar banda. Familsest,os-e, time yield of radio-
mesMiy st c->-de lo opon sequosac-in¡ — oxpected so be
ospeciallvlowbccausetiaepepddeeadaatvyde II seRIa
a 54. residuo. Slsorí poptides oímding onitls L>-I seiseS <o be
satasimed — duriag seqsaarin¡, neptivel>- affecssng time
eegsemiiive yield ofsIso Edst,sma reac-sion. llitis. Gisa mistad
ofGis, seas asaigased mt cye!e 4. Usia resalí indicated sisas
sise 0215.42 varianí had Gia, instad of Ala, st potition
236. QV5. sehicla — site 233-243econtespmn ftonm Al.!
os time ¡masis of ita elu<iout position. seas nos seqssosaced.
lo cosimplese tite saisnee milito ren,aining positioíma
of dio 220-243 difTerenco peptide froisis Use 0215 varimal,
sIso folbosein; experinsemata seere c.rried ous. Fis-ss, GI>-
residuos ‘hes? laboled shros4ja mesabolic- convenida .nth
ínsiforsssl>- latselod I”C)-Ses. Use 220-243 peptide frosís
varian 023. 05. was paarifucd (Fa;. SA> mml digesied
inicAs VS prosease. Seqaemmcing cf timo sino poptides. GV!
amsd 0V2. selaicis seere obtained simoined radiomesivis>- st
c.c-le 2 ant mt cyc-les 5 arieS?, respecsively. Usese resales
indiemíed lisas GV! wss time 220-222 poptide (DOEI armeS
GV2,whidielusedhslVb, DV3. andQV4 (Figs. lBand
4). ,s-asshe differesmce pepsidospannlqeesideaes233—243.
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&aaers VS pernease ¡epoda rhsalrsed
450 ~ hs Oietisa of A ASII-hbel’O 9
Clu+Ots (oteiemi 2~¿O-2.53 tytsae
Ou¡Tereser peptada tare ¿‘¡‘.75* Mp-
~. aheleO pepaidc ismapa <rs ~-bbe5’o
02» — ‘Y ti imoa«tla tu,
- umkÚ etniaS — amis —
moteuSet. — Ola,05’-hbrM —p
t00a,ssd <rol’ joluía, Oa¡emicd ‘34-
jaheleo 025 sed ‘C-lahsísd IV tAl-II
a~rse p~ptides. $ssitrriia —
seqiasiss’5 ‘¡<raS, alt mt ja Fucos-y 1
Use>- Ismalimes- confartímeeS tital GS>-.» aid O’>-~.. seere un-
cbasaged inGLE. Secorad. <be Arg-, Pro-, ni P5íe-latsclej
233—243 pepuidesfs-uns dic 023 variaría were obsainsídand
sequoneed a, in pee-viosa. espcrinmcnis (Fi;. bE ¡he Arg-
laboled poptieSe. !tV, vas labeled as -y-cíe 2 <¡‘Ip. 6.4>,
essakslislmiag dr prc-sezmce ofuSe snaolsaaged Ar;.~ in tisis
vaaiaast. liso Pro-SaboteO ¡-optide, PV!. misoined esdlose-
dvii>-mr c-yrc-lo3. c-o¡al~nning time ps-estacoof Peo al poajsion
235. Seqaenc-issgofúae .42.1 c-ouascrpast PV2 also sbowed
radioaceivisyme position3, o,ím6nsuing isa ido¡ssisy viti, <be
233—243 poplide of tisis astuigen (TRPAGDGTFQK). VS
psoseasedigesíionoftitc Pise-labeled 220-243 srypsie pep-
sidos fron, Al! asid die023 variasmí seas pos-los-sin seidi
a Isigimer annam of enhyar so proismose cleavage as sise
Glu,
5 of time eas-laass. onIsida onní aol obtened in ps-evi.
ous exporiastenta. As aboses, laFigure ÓC sino VS ps-osase
dilferezsc-e peptides lrom 0215, FV! - asid FV2 wtsc 01>-
tairsed ss-bicis sisoined eadioactivity st cycles 5 asad 9.
respectivo!>-. TIsis iasdlcmsed lisas FV! vis tbe peptide
spannias; residuos 237—243 (GDGTFQK) asid FV2 seas
siso 233-243 pepside (TRPEGDCTFQK). lisas. Pise,,5
vas usacIsasaged inGLE. Fsattlmerssaore. time parsis) VS pro-
teme clesvage al ¡soaltion 236 confínmsesi die sssignttsestt
of Glu mm Ibis posision of Use vas-jasas. As ospected. os!>-
ono Al.! ,iifforenct poptsde. FV3. seas oblained. sebacIs
seas timas spaaing reMIsos 233-243 <TRPAODGTFQK1
on <he ¡masis of lis elution posilion armeS of sito pictenco of
labe! sí c-ycle 9.
.4 sanmnsan- of risc ps-op-a-id assigsínaesssa lcr te ven-
out poptidos relenteS so atmtsve. simowismg sise residsaea
dis-ocsAyidentifíed by se~ssesacing. it prez’entcd st Figure
7. Al! residuo widiin site dilles-ermc-e uy-psic peptide
220—243 sueco loes-sial!>- ossablished esc-eps Lysi.,. lisis
residuo ints aasigsstd on sise ¡masis of sbe presosace of 14-,
in tise correaponeSing tsyp<ic pepside <flg. 13 mmmd sise ab-
senos of tisis residtie lis odies- posieioíss of clise poptide.
Usas, taRen topúsos- sisese resulta desssoastrsle dial site
os!>- cimange seititin dio sin;le difleroríce aypoic pepside
of time Al sas-jasis in o~ it sisas of <lío, isassead of Ala,
mt position 236.
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¡be iasamunologic-aI asad ssnucsural Iseses-ugesaeiiy of time
HLA-Al asauigen lanail>- has been osíensivel>- mnsl>-ted.
Use fosar basicsubtypes. Al.ho Al.4. tlsicisveno erigí-
salí>- defirod on sise lesasis of <heirdifíerential reeqnision
Is>- dL <van der Poe! os ml. !983m. 1986). hato siso día-
tiisct structtaraJ pastes-sss. Use .42.2 ¡¡bIs-po difiera from
Al.! by <be preseace of titree scasserod cisasigea íes bolis
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5. orno VS prol. lime uqm
masis se. of t pepsida it —
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sa-ss vas-inris, AZ2F arteS .42.2Y, widii.ashis asabtvpe, siso
aster ¡savin; ene additiosíal chaar mí position 9 <Raisage!
es al. 198=.Holirsos esa!. 5987, Mattsoes esa!. 5987). Sn
coatrass. AI.3 asmuigesss di&r fioní Al. 1 by treo
clar4es-oeS ctaaamgea st pomitiwus- 549, ¡52. asad 156. isa al
(Krasme!osmi. 1983. Matísosaesal. 5987>. flmeíirs.oAl.4
variarla ttieh isavo ¡meen examísaisted. CIA mrd KNE. oc-It
Isavea singto minino acloidmasage seitisAl.!, setaicis is bol-
oeS «itlser in al (CIA> (Ez4saors-a es ml. !986) os- la oíl
(I(NE) (Doso¿ssecis eta!. 1988)- TIme mtzbcsa,ml solador-
ship of dio Al varisas expressed oua 023 11a tu mimoso
ss.mbs~pe, sss exasajinod hy couaspacasivo peptide ssmappiisg
ss-sri radicmc-tmemieal seejaenein; ofsise differumc-e pepsidoa.
Use relialsilis>- of tisis .pproac-Is has beoma ritaemasaed olse-
intsere<Vqmetal 1986.Doan¿nechesmí. s98ttflaosia-
;le desecmas,i cisasago of Ola instoad ofAla ml position 236,
besoneendr 0215 vasianí asad Al.!, mc-c-oua¡ta foo time IMP
difrerenee ¡mete,een tiseso tino sno!ocsales and indicain sisal
sito refsoned clsarge ideassfty ofvariasas OzBwididieAl.3
Subtype (nr ¿ea Poel es al. 1986) does — involvean un-
der!>-ísmg eeíaetssnj sissailsstty. Actísialí>-. lime ititactanl ini-
los-sm of tasiasmí 0215 it more amíalogoama so timas of A2.4,
smc-e it pirsoista a singlo minino sc-id diaqo, bes diffen
ffin sisoA2.4 vas-iaass las sisas tela citanjesdo nos irvolve
SnydmargodiftonrcewisisAlt. Timo fases tlsmt lisodetectal
amisto sc-id clíarge cou¡d hayo resuhed frona asinglo base
chango mt <be DNA loiti safleau lisas it couílel lino beesa
<be enuls of a poins mallen. Use occsarla-o of poin.
musations a. ono of dio meotsmnisn,a sIgnificad>- con-
snb«ítiag so dr divonifsomlion of tite HM-Al arítigea
fasnil>- ¡mas ¡meen previosasí>- samajeated <Maquen. ot mi.
1986. Holmes es ml. 1987, Dons¿ssedm es al. 198R>. Tisis
c-c’¡smnsu wít!m Use appareaa absorce oftía snedsaaisma ita
time gemsention of ¡¡-2 manta<Nadiersones al. 1986) ansI
síseosía tas siso tascase ben sones illusss-ates osslya fose-
llosaoftito gostetie ev—a corsoihtmsing so dr gesaoession of
da! MMCpoipsn¿dam HLA-B27 Sa lime c-~~WcAn«Sn
IRLA austigen in onlaicIs a relalivel>- largo rísanaber ofsub-
lypos has ¡toen o~smisseeS in ismolecalas- detail. Forshisasssi-
gas, ¡00< cosmvenion or asmalogosa. gametic ovas are
prdnbly predominan ir dr goneration of íaabtype pol>--
nsorpbism-(Vega esa!. 1985s. 1>. 1986. Seosasan eta!.
1986, Rojo ee ml. 598Va>. muía, Isis oosmeeivsble sisas ros-
difieremas chas! loe! or mUeles, dio fs-equossey with wfsids
<be variosís posoitalo eljversifícasion n,ootsanissssa occuar
migías tao difieras.
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Tiso 42 (¡LB vasiaat ía oniqsme assaoag ps-evioua!y
chas-acterized clasa 1 MHC v’os-iauaís. inc-Isíditsg timose of
Al. in <bat <¡se oríly dosectod tubatittssion seidi time isíajor
subsypoAl.l,islocated írdiea3dostssin. MIoteELA
rarianta asad 11-2 raíuta¡ses eh.e base beetí analvaed hayo
changos in al asad/os- crí. bí,< ¡mt in al As it it seelí
ksaose¡a. ¡noam ~lyssaorpbícposiíioussolclass 1 arsigeisa aro
located irma! asad .1. timo po!yss,os-plsismss ¡sí o3 tsein; IsigIs-
y essrictod.AtlimeDNA!ovel.bssectsangesasdiocodin;
exon fos- tisis dosísain haro a pronounced bias sosemed oc-
cas-sin
5 mt limedaird base ofcodosís, selseroas Use freqsmenc-y
cl cbvsges sí use ¡bree base po»iliora ir codoris of ¡bose
<sons codin; for al aseS a2 it rosagimí>- ~uivaleuss(Sin-
chao 1987¡. Psis resulss ia tite genosation of insach unos-e
asísino sc-id ‘-anabiltí>- ja al amad ai titar in o3. st a cosa-
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fla.’A-C. Rtserae-sihne HPtCCroe-
asorsalmos, asO soqaen ¡amI’... 0<
— ¡aNSIVtpre.,ate petabasebsaiseO
- aSter ditioa 5< sIse 220—243 sr-pdo
-~ peplide. !. & — Asa-ImadmO ¡mIt
pep.i& froto varian 02» tasdi5esed
2 ¡loar. ¡aB pro-lsbded Oi<fescuse,
pss luv A2.m — .nmt(¡Za ¿vn rs:- ) ni. jssiraay Ob(e¡5rd.
O - Ir C, siso ptre-l*etrd OitIcen mio
• - pepa tsitSepaitOtiyOtgCtld,ttb
asacialSe Oreos eeoOisioas ¿sse
Mmn4a!s — - sáotX sao te
‘trtcpondwg. ebcot*o5tatt ‘tío
plaste isgeiher- Naastcriíg asid¡osuesc,agolbr.aIssYoai¡DJ*tn ¡
pasable degs-ee of DNA divorais>-. SocIo a vas-iabilisy pat-
tena a belioved <o reflctt Use existente of seleesivo proa-
sus-os promoting polyn-os-phisss¶ in eS and al inhile
favoríng costaes-vation ¡a o3. liso srídes-lyimsg tassctional
¡masis for <he duffes-ontial dlsestbueíon of pslynsorpisism
aioag alto proseisí donsaisos seouild be Use priírus,y ¡tívosve-
mení of al seda2 in ¡ysecifme CTL recogstition (Lev. es
al. 1986). wlaereasa3 ,a,osaldhavoms isa.smajífloleilaleescs-
ng initis besa-2 microglobailia (B2sss) (Yokoyastla asad
Ntlsonsoss ¡983) aseS peeiaaptalsostsbilizingtimo stníctsiro
ola! aiad al. Bocauseoflisus ssnsctas-al role,substitsííions
setílsia a3 woa,ld be ge.ses-afly sut~jorsed lo sisisageima con-
atrainís. Sitace «3 is folded tilis sri ¡¡-lílee O-pIrateeS slseet
sts-ssciure (Qn os al. 1979, Botjlestaasm es al. 1987a). it it
Iikcly sIsas nonconmervasive changas iii <bis domaisa. sucIs
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pepssdr iseO loe seqse,seing ib alacos Vertica/ masa.. Ocas Ibe
«¡war siles Lee 3. a-ema ~5 ¡rotoso. >btznsi an..s den
ee,bOsra dirtt- ido.tfieO la’- ,aOiodae.s seqa aslnis- iva
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4,ict 5 diCrone ¡a bUS ‘rodeemar, ja haned.
77mo sraadsr4 ,mo-beacr ‘5* fU-sr-ssmo acido s
timas obsen-ed st positksn 226 os varitiZ OYE. wosíld
nos be emily accomodatod “isisia fi-sss-armeS.. Indoed.
X-rsy dilfnddon sumdios hayo sitoinsí lisas positioct 236 of
HLA-Al ir locased al site eneS of a fl-tss,nd (fiocjksnasa
es a5- 198?a).
Time chssactos-izstioom ol a nasus-aily occurrin; variasmí
sei<bcbsrmges atatrictedsoal providesa novelo<s~soaissaaity
so assess mime pastativo participasion of <bis dcsnssin isa <be
specific Cli recdgnitiosm of clan 1 asttigers. lite rolo of
a! astd o2 isa desorostinin; time spec-ifaeity ufCTL recapi-
<ion it telt cslablisbed fs-ossa <bree linosofovideosce. Fis-st,
a, roseeS aboyo. rsso,t polymoephic posisiona no !ocaíod
a <bese tv-o doisasimas. Secs,n.j. ssmbtle sosaina sc-id etanges
bao! oral. 555dm so <boso oc-cus-ring in HLA vasisísta asad
Pi-? masaras. afiero CTL rocognitiosa (Iaipez de Castrooc
al. 1985. Nalisonson cl al. 5956). Tisis-d, exoua-slmsalfling
tríadios hato domous,tsited simas <he srseeiracíty of CTh
recogssition of timo Isybrid moltctmles espreasad on sp-
propríase nrgeí cello corrosales sei<h <he al amad al do-
taaasns. ¡‘res boas aralvset si-btu eson-sIsasflled cInas 1
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!syt.id samoleculeahato fai!ed so fineS ary GR roeogaisiag
polytnorplsirrn alal (reviewed laLose st ml. 1986). limase
dais are cosuiausmas inisis<boso tlsovsir mimar tise QYE van-
ant ir ¡sos distinguished ls-orn Al.l by po!yclosaa!
Al.l-speoific CTL <van do, Poel es ml. 2986>. Novorslme-
leso. <ososo Al-speoiflc afloroactive CD. clones do
difioreoliasebotineen Al.! asad tise’(¡ZS vas-jasas<Borst es
.1.1987), ssafestismftisatteobses-vodcisangoínslaiavan-
— dna a«ed roeogtaision by irdívidsssl 01. e!oraea..4
proviosas stiidy demonanased Usmt CR rabiad againas
defectivo nmoloosles !.ekisa¡ <sí asad al. syadiesized frosia
ir vitro dolad clan 1 ¡orn. cosaid desea polysssorplsisra
isa <he al region esprosaed by <boso ostolecales, alUsaugIo
<hoy seostId nos rec-ogtiito latid cIato 1 angers(MeClaakeyosal. 1986). la soitiition, difforessdal s-ecogsmi-
donof snouse Blmml!eiea bya Cm clormo has beta repon-
ed <lcuru el a!. 1987). Theso fisadisaga meSeS so Úmoso cao-
cersaing variase OYE so suggest tse limitad ssnsenaral
changos isa te clan 5 MMC semolecule locasod otsaido al
asad «2may siso i,sllasenc-e tespeoifloiíy ofCm rec-opi-
llosa. limoso Al-spec-ifmc c!ores inimome reacsivisy Iiafiected
byte anas ae,d ciasísgo al posisioso 236 ir02» no sIso
tosashive ea cisasagea Sn al sed a2. ma isadiealod by liseir
lacte ofrocogmaisbon ofoter Al vsriaemta mobUs clamagea isa
citiser oftese sino dosisajíso (Bbs-sc essI. 1937). lisis mdi-
cilea eSther ¿bac tieso clones rccagsaize cosfoen,adorsl
opitopeacontribused for lay residues fon mil tisree a!, al,
asad aldormaina nr lisas dr change st positiota 236 basan
indim ero eflees on opisopos ¡ecated isa te a! asad al do-
mosrias. TImo lastes- poesíbilis>- comaleS be saipportod by aya-
<alloysphic- mnslysoa sisoinima; sisas posixioci 236 la doae
to residimos ¡savolveti- ir interdoenaims cansada of al moisis
botos,! asad B2rn(Bosjkaaasíaessl. 1987.). Rut. iacoasrass
<o sil o.ises kstown HLA vas-itmss. ¡bis position la ¡sosa
parc of dr arstigen-bisadirg site ofcIato 1 sasigeas, mohos-e
ísuay residues fos-ssa al mrd al. testan sobe relavarís loe
T-ceIl recegsiisiosa, aro located (Borjkrsaazs es ml. 1957a.
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edge oídio isnírsureof Use 026 varianí nsay aow be usad
so raimeCTL spocifsolly s-ecogsaizinga chango irao). mrd
so <oms te c-otatnbutios ofpolysstorplsisíaa in ¡bis rogion <o
Use resniction proporsie, of ¡líe HLA-A2 moloc-tale.
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AJJoreactlveal. s-aised a~alnst >ILA-A2 Ag often
dlsplay hetaogeneous rocognitinis of HLA-A2 tas--
get celia. 7ma heterogeneity has becas foustd en re-
flete atrsaetmira] polymarphlsm among Iba Coste-
spoxsdlng target Ag. thetadefanisag HLA-A2 sssbtypes.
A provincia study (van dr Poe] eta]. 1998. Ritman
Jnsmsmat 3 6~247)establislaed che ea]atasco ofa new
HLA-A2.4vsriant. A2’SCHU, thaI sas dlstlxsguislaed
ls-orn A0206 (AQ.4a) by HLA-A2-specifle silos-ese-
tuvo CTS.. me gamo Cli. subdividod lflA-AZ1 A~
latoe-so saabgrosspa. isa che ps-eses stszdy,che moloc-
salar basis of tisis hetorogeneity las. beta oxamisaed
bydocible-labe] comparatIvo peptide íaapplngassaly-
ala of dhffeetsstlafly recogalzed fi asad A2.4 Ag. la
additlon, se bave detensained elio complete se-
quonce ofpolyzíserase asia reactlon-amplifleai fuji
lengua ~NA ls-orn A2’SCHTJ. liso resaslis sises thaI:
1) AQ-SCHIJ la lndlstlrmgsslsbabto freía AflOfi by
peptide rnspplng; 2)che oDMA sequen ofAZ-SCMIJ
la leSeneica] lo cha: of ArM>8: aM 3>1ro ¿lIteras-
S4siiy recogsslzed fi Ag ns-e both Indisdzsgsaiahable
frotas A’0201 by comparativo poptide m.pplag.
Ihese s-essilts lndlosAe tbat dilfesentiai recogasitiosa
by alloreattíve 071- canocc,ar among sts-ssctsas-aiIy
identies] dan 1 lILA Ag asad suggegt that aliMoeog- - -
saltion by sucIa CTL may lavolvo corecognltion of
oadogesaotsa peptides ps-tss,mablyderivod froto po-
lyusorplalc pr-oídas.
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of polyss,os-phlara,. which !a gosioticai!y osacodod Sí, liso
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lodms-ece Interactlon ncta lCR. !oadeed. aulseypes arediosa
poosiy ansesasbie Co serologit dlscs-taaatnation. Hoc&’cvtr.
boU, al!orenctlvo .nd solf-ressrteted CTS,, lIso lactes- wc-
cIflcally s-ecogoiizfrsg ssttigeaaic poptides bocinad to clamas
ps-otetsas. ss-e Ia!gisly mensitíve to dotectasg clan 1 auta-
alio stnactssstl beaoa ofCTS.. nliorecegrtiuoes are ¡saO jtc
clasified. but mogeneraloptlonas eximí. FIs-st. aaorlgssasily
proposed by Matzsnpr and Boyan (2> asad Imiriher devol-
opod by ochos-a (3). niloroactive 7 celIa inosaId recogna!±e5
conaples botweeía che siloantlgen asad mas oaadogestassa pOlo.
todo bocisad lo it. lisOs Idea It acsppos-ted bys-eeeeat finadlosgs
titoal endogonoasa popíldon bisad to clan 5 /4 tn che endo-
plasosale rettccaluna, 14. 5) asad [kantehey att s-eqsstred for
atablo sssensbly asad ccli asas-taco expresabas (6-8). Ibas-
lnavolvemesit it, 53!Os-Ctdl’ollY it sisosuggotted by grow!íig
es-Idesace atoosioig coroogsoíttors of apee/fIs- popados as-Id
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Pr-Cfi¡sg HLA-A2 atg Oood/alingutahable lay 1FF frotas tkse
mala A2 aeíbtype. Att.’ ares-o not kt!leui lay arstl-A2.t
Olla. lIsoy soro designatod a, AQ.4. Fose-ches- hotos-cgo-
neity aras ssabsoqszosstly donsorsasrated sIclo botar po!y-
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tora revealed a íaa,Iqsse reaciton paltos-o, wlson testeeS
agalnse AQ.4 tas-ges colla. asaggomcJsig a sssbaimvsslona of
A2.4 ¡nato fous- atablypea (20]. Hoterogenaoíty anaong A2.4
Atwaaalmo dolected wllii msnaos- H-apecIfIc. A2-s-oatrlcted
CTS. (21). Iho atructus-o of ISree of Vano ps.saslve AQ.4
mubtypoa .‘aaacmbaeqcionatly sna!y,ed lo, ciar labormsooy by
comparatIvo pepelde mapplng asad rad!oc-henaaical te-
QUoalclslg (22-24>. flioso secadíos coa,fIs-rned thaI Use>-,
wos-e. Indoed. alrs,etsarally dlffos-cosí aubtypot. asad thoy
wero deaignastod st A00206 (A2.4a). A’0207 (A2.4b). asidA00208 (AQ.4c1. Tho fos,rtlm ps,taeIvo scsbtype son. distln’
gssished fruna A0206 by only ono 6< che Cli. csted (CTS.
14 Ina Rol. 20). TIsla CTS. cotíd almo asabdís’lde AI.l A4
Irlo tss~ogrosipa. salt roacted aerosaglywlch oosly afraetlces
of che AQ.V colla ami little os- naothlaig silla ochos- colla
bearlstg chía Ag 1201.
los Vilarepon wo hayo docos-saslnaodthe prlna,aayatrsme-ture
of Use focas-ch CTL’defso,od A2.4 subtypo astd do’a,osa-
sinted thai sí la Ideticical to AO206. Furshoo,sioic, t~-
roaos,eative A¿ lrossi 5to two A2.l atsbgs-ocaps delinee! by
tho asease cbfoctos- celia wos-e cosaiparod by popude mnp-
plnag mase! boel, traes-o Odosat]cal te A0201 by cIaba altos-Ion.
TIso s-otulta dest,onattxate thaisilos-eneclve CTS. an capa-
ble ob dlatlaagulah!nag nmosig atrssctus-ni!y Idesitical daza!
fl asad assggoat Umac addíljoaaai elostaestes, acacIa st oaadog-
orsona poptidea. snay be roapostalblo los- che s-eaaloas pat-
ios-si ob chote CTL.
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*4: 13R4. ~!.ARe í*s. 2. 5; 97.6: OtO- DR!. 4). CtA lAO206, 3: 90.
35. OR~. atad 8C5*1 ¿ASA, 3!: 55.12: Ca-!. *5:0125. .5!. Mla!ls
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dílícroesce peales. asaggeated chal che ca-o moiceosIa bolng
comparad rotaSe! difler st Vio pepeidea spananalsag s-eaidcaem
7—14 anad 7-17 (YFPTSVSRPGR lo, A’0201). reaultleag
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senicture of CIsc alloaastlgea (321. Honaevor. Use laten pos-
slblllty la dlEflcull to mio ~ asic nasigise be argsaed clan
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Alastrad. no priatsaay ¡tesacisare obolsa HIA-Al essbcypo
A’0204 (isooieccrk focsssis,g vmaiani A2.4) has boa
decos-misaed. cDNA encodissg tisis ssabíypc Ya’ anapthted
lay chepolysaersse dssia rencijoas. Fosar indepeasdoase MI-
loasgeis cDNA clones oacoding A0204 wos-o aíaalyzed so
ot4aio a consansal, saaaencc (os- tisis stflatypo. A3204
diffen fien MÚ201 lay a ojogle aatacleooida chango of O
co T mhro.agh miso codisag regiosas, s-onsaleimsg ¡a sss As-g lo
Me dsango sc posiioe-s 97. TIsis isabílicastion accorsata bos-
sise isoelecole focsaning penen of alio siabcype. liso ano
chatgo o«csn ¡a odies- HLA-A qsecifldeies ¡u asseaclalios
ccsds cúter cisamages ija jis v¡ciniey. lisa nt-sestee ob smith-
donsA subsainniona lo A02O4 sasggascs misas ¡o cosaid lave
añas-rs fretas AO2Os lay poissi mulaciosa, asad sisal s-ocaae-ltsat
mmmíaaioon usa>. cmoke p
t~ce dmaeimsg lILA divas-sifscation.
nao ipatia! locasAsin ob dais chango implica dial Am02O4
rnun boa fisnctioaaai varinsas. Cres-mps-iseo ob itt sequence
wsch odios- HL&-A2 sulssypes revea!. thai rnctch of ate
lILA-Al e-ubtype polyoaoeplaissn la gomacrated lay vaaia-
ciomtn las fomis- saeighboring positiona, ¡ncluding posisior. 97.
wtsich mro locamed la two adjacoac O—cts-ando on mise- Elonr
of tiar peptide binding siso of timo ssaoie-cnlo.
lamis-od uct ion
Císas 1 lILA amasigosas. as delirsed lay clmasic distar typlsig
seaology. Can oñon lay asaladivided ¡e-sto a nisnabes- of tuis-
typa la isocloctrle focusiag (¡EF>, cyaotoxic 1 vn—
TImerrarleeaide aeqmae dama reronad o th.s aspee lace bacas mabaratad
so dar It?¿SLnoacleorade raqe-somor Salaban— Itaca leer asaigmmad te-re
atar mnasber X57934-
.44s*rar ca’rcaseoadeaer dadC’i araeas rc:J. A. López eCasio.
phocyses <CRí os- otee ranas. Scabtypea smscsnfly diifer
eríaong oacls ochos itt oe-sly oae os- vn>. lea- amino acid
sesidues,wisich lomad tobo loeneed ioateas ofche osoloctale
la sehida variahilla>. oas alcor e-he apeclfirie>. of pe~ido-
and/or 1-cefi receptos- (Tal b¡odisag (Upen de Casina
1939). Furilaenasore. stmbevpes frequeaseiy abon restieted
clisase disoibuoinn. listas. sasoleculas- anslysis of mimeir
ho.orogoaae¡ay ps-ovados istasigise lIsIo liso s¡sodlaaaisslss ob
cinas ¡ lILA divorsificadon sud jalo mise infirjence ob
lismaitod otruccuralchangos. oseisey occur rata oopsalataoas.
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iltastaced ira sise ‘aso 01 lILA-Al. Tisis sto rascat Colla-
oson cIna. 1 tereslogic apocificia>. ¡st alio oven!! haasasnaa
popuisdon. na a-el! si isa a!sost rilas-mac groapa (Basar Sal.
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tibodica (mAla) hayo doflaed 53 oxte-amañe hesnogessoimy
asimitin tisis amacigea. Niase- amnacssaaaily difinas HDc-A
asmbtypaí Isnie tren ps-osriosssly clanaacaarizad lay proteja
os- DNA set5saeace aoa]ysis <Lapa de Casto l989)- A
populaciota snsady, carTiod oras dus-isag te Tesadi tastana-
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deie,rnioed Oso atavoture of lEE vasiaast A2.4 (A02Ó4).
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Indiana (Yang lStga, it). lan sis-saessme-e. atoas comparad
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relevante> br moduladag pepride hsimadisag.
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dra cinApapoido--spoe-ifie-c-ncooaic Tsyse-ohmoeista.JIscraenOI 143:
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marc pee-dde arlare-os prosee-sed so s,,ireoric 7 lrswhocra be- PILA-
Al. !cidasn <rs- Sise-e-nr he-asiste ~bis 041-A-Al. 3
1-43: MSS—0553. itre-
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erie-am. MoIre,slsr aramls-sis ofSOLA-tli a-ariosWenk a detmmssS
5 e-rolc-sac 1 h,-sawtoe-saot. 3 ¡snnnsa,oÉ 135:3.s2ta---3332. 955
a-talios DL.. Cror ISme-beo. AL.. e-tana. MG.. beSar.
IX E.. red Le-oslo. S.L.: Cc-ahojar ofUse- ~--lHCchau le-estos of
e-e- Mear Wae-ISprimate- <roas ante-me-e-sl Sorsoloe-rtm e-f bosases ros-
c1-csne-al ge-a.- Ñas-e SSO. 60-43. 1990
Vare-. St- Asoie-soaom 01 PILA-A — SOLA-U soslimus for dc
re-forre-a panel of t-m’-aspose-baamaad ceO ¡macSoscamnainad la3- oaw-
Sisuentiorml ,aoe-irae-e-ss- %oe-isiae- lsD-OSP) <~ eloatroadlOssSie. la’
5. Ose-ra <si): Srr’masnélola~r of Rtt tamUl. gp. 53-44.
Spsise-er. Se-as York. I9a9m
Yare-. 5.1V: PoprlrriosasaseisarrIaseí SOLA esie-cas h> asta--dAtares-
siorral imoolecasic fe-e-tosiste- ger eleatrophore-SiS: are-tilmop tase-e-arare-
e-opera. la A. Ore-ssaa le-St: lreaeaabialer a~ 115.4. ¡‘el 1. pe-.
309-335. Se-rire-er. Nra ssa*. le-Se-la
lsrtaaaanre-rnerla 3’: 344-346. 1991 Iwm¿wo-
~g~nedcs
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Structure of the HLA~A*O2¡¡ (Al~5)subtype: further ei-idence for
selection-driven diversilication of FRA-Al antigens
A. Rasul Castaño sad José A. Lápaz do Castro
Oapaeune-oe-arlsavssraoe-sy- FrrcaseiótJisadree- De-ss. Ce-e-aojo Superiorde msvesie-adoe-a Clare-Ifas. AyasiSa Royan Comóhent. 2.. 2W4OMaSrid.
e-paia
Rrcerve-S sois- mí - 199m: e-cc-laoS cornisa roceaced Ase-e-aa 5, ¡e-e-a
HLA-A2 lícito ratosí conse-aos claas 1 asatigesa isa liso hume-ase
poptalasien(Baus- oc a]. 1984) asad cite- sasois indoplia e-ludiad.
Extensivo acs,acsural iteaeroe-e-ae-is3r a-islam Ibis arisigen Itas
be-e-a de-soctid be- bes], biedse-sssieal asad isaaaasuasoíegicsi
treisme-iques. re-auhiase- si riso dose-riptiosa of mt le-así e-leve-a
SALA—Al atsbaype-s- Time- tcraacsura of cosi aubse-pos,
Ae--020)—A e-Ollo, Itas bosta previousíe- detersaaiaoii <López
de Castro !999~Caae-añemsad Ldpezdo Caats-o 1991). Tisis
mí sise mons eccoalsivo serie-a olclasa 1 SALA varialsas asas-
lyze-d asad etatasandingle- illustrames che- mulaiplicice- of
gene-sic onee-hasaistasa ave-rIcoS in SALA dive-rsifmcacioa
<Helaste-a ea sI. 1997). A ssriking lenas-e- ob SALA-M.ss
a-oíl sa albor cIna! assbsvpos. 5 chas abose reaiJuoa e-has
are- polynaerpisie ssas.ong subte-pca sic ve-re- bro~ueasly
5-acate-ti frs are-aa of cite mole-culo caspable e-ab iaflsae-saeisas e-isa
ape-citicise- of poptida presonselion asad Te-e-II roce-pus-
bie-adine-. Wc hace- ps-otiously ahora1 lisas sasasclo pole-rasor-
philsat msasong He-A-Al e-sbeypcs ja generala) be- vartabiíi-
st- ma fosar ípscislíy etose posicioní locased isa adjacesam B-
se-s-sssds. ea cite boce-orn ob che papudo binding groovo of
cite ssaelecaa!e, asad Itaca proposod misas simia spatiM ¿asare-r-
ing of poíymee-pbic posiciona ia HI.A-A2 ¡ube-e-pos la
dricen be- selocriota (Cassaño asad López do Casas-e 1991).
Wc hace- aoa- de-se-e-,maimsed Use sansc~s-a of sito olovor.clt
lumen SALA-Al subte-po. an isoelecaric focusiase- (IBII
rositas draignaled sí >2.5 (A0211), thai wam desee-sed
ana single- issdividual. ofoa-iemaual omigia. due-ietg a poptosla-
e-ion alude- caaie-d oum it sise Tontas SAiasocoaapasibilie-e-
Wos-ksltop <Ysxmg 1919).
Tase malre-mUaaae-twe-Salmre-poasai istttispaperhace-e-aaolnsiteS
mo Use £MBL aae-loaaaSe sae-arasen damabaro roS saca boom astiesaS afta
oes-ostias arsabee- X60764-
me sarsss 40236 toar be-e-a oarae-imlrs- mesre-.noS lay dc WSOO
Noms-renclassra Came-e-aminar e- Se-
5se-rsbe-e- me-e-a. Tasis follases Use me-e-e-rS
e--~re-, has. sabjas-s mo de crrdrsirsts asaraS a sSaa omame ro-e-ss
Nrn,ene-lamae-e- Res---sra aWHO Naateaaclamaa Cosarsastee- <re- <se-ares al
Uso 111.4 ss-eros,. 1995>. man-as are-
1 Se rutie-sed — reqtoo’ssrc os
Use-a e-re he-sufraS. Lito-a of cae-Sa as-e sarsaes o oit te- ptottrcftri os tire-
lollotrise- Se-HO Naae-seselssn Re-poe-a
Addra.ssco,seopo.aderc-a-asdrkrac.ra.e-atsre-e-r5A. Le-4msarSacaaae-a
Tito esspe-ainsaaacal ssrase~ ssaa tasaed ea aaapíificscioa
ofhall-lersgsim e-DNA ebasisaed afaer revene srssaae-riptioa
of 0,1 le-e- ob RNA <roe-sa Iya,plaobltse-oid ce-II Ile-sé 1<1MB
<PILA-MS. 32: Ea-52, a-dl; Caed), asad tequoasoiag of
savora] cioaan ofsima anapliflad RLA -r02 se-) e-DNA. Lx-
porinsoista] de-tasIs we-s-e- esacrie- ea desee-jitad proviosasle-
(Caslafio asad Lripozdo Castro 1991). Completesaqsmosae-e-s
of site-e-e fsalJ-losagtls cONA closaes (designaseS as A4, B4.
asad DI) cor,.apoe-iding e-o SA‘0211 ano olstaimaad. A!)
chraa seqsse-a~ a-esa ide-sacie-al sausoste- aaeh omisos-, e-acept
for aCtolis-ansie-ion es nueleotjde- 53 e-a cIeno A4, whiela
oras asíribasaed 10 e re-Motas rasulsiicra gene-rased dtsrie-se-
aas,plifmcstaoa (Esaaiaot sI. 1990). lisis chango wosald le-aa-
pIe- ata Ala e-oVal re-place-eneas aspoait4osa —7 of che loador
se-qacasce. Time- coase-saSss5 saquera of ~0O211derised
trisas sIte-aa sIrte- dones is gire-ss loa Fagane 3. Isdiffcrsfe-san,
A ‘020) <Koller atad OIT 1915> be- esale- la-o aimcleocíoa
changas sí positiesas 290 (C—TI rd 292 <C—C). llaese
dasasgos corresporad so sIso mee-osad pasision of codea 73
asad time raras podaicasa ofcodon 74 frotas exon 2 respective-
le-, asad imple- siso misto se-id changos of Tim,~-fle,, asad
Hiu,rAtps. in sIso conospoadine- gana produce-a. liso
laser subasie-amaioas ace-otanas for sise ILE patos-a of MS,
risas difiera be- spprozisa,ate-Ie- 2 chas-go walt. <rosas SAe-mUflO)
produe-t (>2.1), asad asaltes Al.5 siso ososa acidio atan
kssos~a SALA-Al atable-pos (e-sae- 1989).
Two isase-rese-iag fesiuros of time >2.5 seque-saco aro
oreas], tace-late-. Fina, sise- sequesace- Do,—Asp,, la cee-y
usasasual esaaormg e-Isa. 1 PILA ansie-era. asad has onle- bee-sa
fosamad ma HLA-AII arad -Aa-33 <Raso eo sI. 989:
BjorIcarn asad Pse-Asesas 1990). lIsa ps-ensaco of simia se—
qsaanee a a SALA-Al subte-pa in psnicsslarly scrikisag-
Residuo 73 la liar ia mAS Ice-seora FILA-A asad -B ansige-na.
oxee-pa in A2.5, 43!. asid Aw33. Asp,, ja <raquee-sr
asasone- FILA-A. -E. asad -C e-sacie-orn taus che-re ja a PSis
residuo st chis posislea ia mli hicisorao kamown SALA-Al saab-
se-pos asad a no ochor e-loas 1 ansie-ca of le-ssaa-a toquenco
(BjorL-asaa ansi ¡‘as-han 1990). Thore- are- sa-o posaible-
osplansmiona fas- Use origia of -1 0021L Octe a-ouíd be- tas-
Al. Case-aSe- aed 3 A. 54e-sea de Caso,.: F>isssusy asacare- al MLA-Al.J se-S5e-pa SSS
— a
st.ase-saroarwsemnrscse-ascs =s.o=oas«s~¶e-ssÁe-sseosarre-e-te-e-te —
raormalrsm*mStarae-aa.sae-e-aras,saa os5055fl5a,W0r5,aA5AO5St55WS,aacOSs WSamca.t fl
íaaaats’a5W50550e-Aacrt)safaosesaMa .aaocso las tas
tOan 5
ae-asrat4tOaatrsacflCaCM~W5aee-e-e-scatae-aadaaree-je-rnsartace- 5
e-Imatanrasaeaarm,LaamLasrsaraeasrm tant’e-SnsaeseJatssoaaat,ae-straAajaa«sse-a?arforaSe-sa arto
•trae-aarae-soe-rLms,tamae-oe-uLtattmm ce-s
nanaeatmaaaasee-Arare-saauaarraaMaaa-roaa«assanrnrjatmmesaaarosmasaaac tas
eattLmmarse-e-,arrmmsrtmarsrrscrrta mas
nanasaar —— —--— —‘—— ————srsaacre-jasstscroassAa=jlablstsstar en
rae-ae-aaLscaastse-astastLrosae-etarr sae
r.e-tafleaoonralwsaosare-oaoo.ecautsnnsar«Maa-swr —
e-arras-e -eae-sanraarrerrmm.re-e-re-e-rsm e-sa
-t«ssrae-msnnrscsoe-asaassoewtsaotwarraos~-t,sasoat.uas me-a
moana -
ure-.sne-rme-mo.amoste-e-e-aa,,srrae-ee-ac tos
e-mraare-ssosasrsrosrrsscae-sramceroasae-sas,asawaesaasrsrroaawras,,csasa ‘e-
e-naso 5—re-maaaaaaame-atmrrroa! mas mmm
amsmo..oam«se-aa.rsaoasaasmacscsnsanrr.mamsraa,~e-ne..crraÉsníma-&mamtm
5aan 5
astee--che-lic e-eae convos-sioa incolcine- HLA-A’3101,
-A ‘330!. ec ssaosiaes- ussksaewss muela cane-ine- chis se--
que-tace, asdonorgee-teo. Thisiscm,e-cmpsciblowititahaide-rssi-
e-y ofcite-ir DNA ¡aqasotacca ia Ibis s-ogíoa (Fie-. 2). A s&-
osad poisibilire- a Usas cite sosjsmosiec ob A’021) das-iras
ls-orn san anenarsA precursor cesase-rosa so sU HLA-A2
alíe-le-a. hacine- mime- consensos e-aqueste-o ACT GAC as
codos-ma 7344 (Zoma,sour asad Parhsm 1991). Twe isa-
de-pende-ss mucssjossa en chis asacastos- would laste-e
ore-insteS Á~O2II (ATt clAC) asad e-Ase soquence ob
ah omisas- samisme-pes fACT CAC). Time aQ3J01, MISO)
seque-ate- me -sisasecodosas wosald lasco se-isa fe-otan sise-ir
corrospoasdine- precursora, ale-o las-vine- alaecormsossataa Aa
clAC toque-saco. te-e- e re-e-urs-asas sasucation st codon 73.
Time-re- is so conspalline- e-vidas-mce me decide atacan otros-
ofmise-se sJtce-,masis-oa. Nove-e-tIte-le-as, a-o favor sise fina ene
os che basta of sito discributiosa panas-ns ofPILA-Al tab-
e-y pos. 4 ‘02W itche tasaira subte-po ira Use- lssaaaasa poptalasion
mmd a be-tand amil asajee-eaisaice-s-oasps. a-be-re-aa seises- aula—
sc pos aste- o resero reatriesed e-atasaje disu-ibsacioa. mus a
a plausible- Usas mesa Al titase-pos dee-ised ls-orn A’Olafl.
astead of Salcine- radiased facana e come-arsaesa PILA-Al
ancoasor. Aaastsíogous sicsaaciosiis *se-s--cedamone- SALA--
B27 subo-pos (López de- Castro 1989>. lf chis a-oro cho
case, incoe---e-Ile-lic gene- conveo--sion would provide-
me-ebanista, so ¡e-sse-rato
4m011¡ be- a single- te-símationsí
e-sant ls-em Ae--020). Time- occus-retace- ob inter--allahiege-rse
COactorsioe-r it SALA a dilficuis so ps-ove- bís. en tite- bsais
ollfqlassce- parte-ms. a itas be-enpropotod so playa signifm-
cae-me-ole-e- he- genas-acion of cIesa 1 FILA pole-masoeplaism
Pse-Iteras e-así ¡989). ineltadine- Use os-ie-¡n el odaer SALA--
e-sa- 5. Nae-1o4e- — dedsa
sae-sm me-lS sae-asare-e of liL4-
A~)!. Iba roe-sen ras Soja-aS
r— — inS~S— £ssa-sea,sS
e-DNA cloe-a. Osase-ro a
mo Áe-aVW asee-omar — Ore e-su
ase- aedos-Sise-mt e-be lasa 24
anatas’ ate- mrlcÉi anas-aperaS esaca>ymo
— — aaec of aseS — ~ma
~5 asaS te- polyoaasare óMs e-e-meSe-a
—
Alsubte-pos roste-icaedse arie-samala. sae-it esA’0203(Maas-
sosa e-, el. 1987~ PIolamos oc al. 1987; Lea-br ea sI. 5990)-
A secoad tape-es of interesa a rime moquease-e of Al.5
cencos-sss lime- locsaiosaofsltedssage-s. Boaim e-asiduas 73asad
74 seo locaced insite- este- o-Imolix frotase-al asad as-o poisatine-
ases e-Sse- poptide bindie-tg e-reoca (Bjorksaasn os al.
5987.,b). Thsas. es a taslaelle- aha Ose asamossg stabaypo
changos. citeis- locasion can influeace pepe-ide biasaline- asad
T--e-eAl recee-saitiema. sad sisee- are- a5550,sable ce ¡alece-iva
prestos-e- ase- Lisis basis. More- iaaere-StAss¿¡e-. residuos 73 Ltd
14 as-a apesialle- vos-e- cIesa so sise- spscisl citase-n ob -
pIe-aid sisoes residuos 9. 95, 97. atad 99, a-hiela tasco a
nasior conas-ilsiamien so HLA—A2 pole-atos-phismas (Castaño
and López da Caae-s-e 1991). Parsiculas-le-. residuo 74 ia ia-
volved ¡a coste-ada a-ita residuos 95 se-mal 97 <Bioricae-sama05
al. 1987r) asad sise subasictation of ISis,. e-a--, Aspe-.
ocie-le-seres e sse-e-ssicele- chas-e-e-al poe-te-o dalia coasributed
loe. rs eddisiea. be- cha mide dacias ofre-sidmaes 9,11.95.
asad 91 (Carrete-sa]. ¡989>- As A2.5 asad M0204 prodmact
(AlA) a-oro detecteS be- lES’. ia a ve-se- tanlikole- Usas cisc
oboes-ved aceu,ssulaciosaof sutase-po cIscase-e-a incfsmsseaiome-sI-
le- ce-isical ares efUso sasolecule- 55 taisaed be- siso prncedus-os
uted bes- subte-pa de-teesien, nasas. alslsougls popialaciosa
sae-mijes cosace-ramiag HLA--Al.5ere- lee-king, 55 ¡oque-saca
procidos flirciterocaidoaca auppening taso SALA-Al divas—
silte-asien is daSisa be- selocrion se clastaga pe-e-detsaimaantle-
rs a panicular rqion of siso papudo bimsdisag timo- mis
re-e-ion it cenaribsted loe- lay residuos isa che- ma-o O--asnada
lorsasine- clac al —al inmorface. araS be- rosialsaes ls-em cite-
o a o-he-lis ita elote prociasaice- so aliase-s.?reaorassbív, ama-
jer drivine- ferre- it e-Sso cite-ce -of e-saucse-iens isa sIsal roe-ion
346 4.1. Castaño sed KA. L4~ Se Ce-mato: Fe-e-e-mes, arisratost 0< HLA-AI.5 mate-ce-a
aLAlia r50T535
NLA~Aa.e- ——r50———
aLA-Asas --——Ii———
aras—Ama——— 1 0 — — —
A—oste-seas
mal sosAe-Teaae-roaresse-?e-e-.e-
F1s- -2.Siruesme! ratamiorahipal HL4-Ae-O2>i mo salmee- «LAollera amadUsair e-e-oSaras e- Sao re-e-ion ir e9tlefrA~O2)) Sillera e-ron rnA--A’Olo¡.
— toqoasce oleas e-Usa HLA--A2e-Me-pa isUsie ate-ma la rSe-moni.
— so~aosae-rc al SALA-Ase-St (rin!>. -31 WSSOh. me-mS ISLA-
A-osmssatsao se-sc vIse-sisaS fas ¿amo — co..oaeke-ss 51959>.
en time- poe-asido prososisisme- e-e-ocifmeite-of FILA-Al asad ¡a
e-e-erced eraimale- be- e-ncis-emame-sosital lsssimoge-tts.
Ncta oddcd ¡se -proof 1114--4‘02)) (sas rece-sae-le- te-te-sa
foue-sd man isolacod populasionof Seutio Ase-aosicsssIndiana
isa wlíkit1114-43/a-aa osio efe-Isa leus- liLA --Aoiioíes pro--
itas <D. Wse-kie-as personal conise-susaicacioma). lisis Ionds
fumilser auppott e-e Use- puastie erie-isa of rol)) frese-s
e-~-O2O) be- ge-sae concos-siosa. Time fissding of 4‘0211 inca-o
dista,ma asad tasare-laterA ¡sepulsdosas me-je-e-e-scaUse- pescibilise-
sbae- e-isis sasbie-po sppeas-e-d ja e-sela popuhe-losa sas roe-isis
of immde-pe-msdoasc base- sinailas-, timare-foro s-e-esas-resit’. ge-no
coa’e-e-,aon ove-ras.
Ae-bmaoSe-de-m--e-nrs. Tase- ICie-sa «rae ‘-etc tiraste- rosided la Or. Se-o Y.
Ya.,s. Me-se-soria> Sloas--kntosirs Cje-ce-e- Censor. Ye-ve- Ye-e-k. aral De-
Se-ecra Ma-oS, roe-e-e-sima Carne- Rasare-ir Ford abatate-e-lo. Loados.
Wc se-ociaSe- te-osoS De-. MareS re-e- íilse-rs-alioc sedSe-lp. Tais c-osL cas
sse-pinaS be- e-tas, PBIY,flSA’ frs’, tse Cose-alt¿tIe-,e-e-se-ie-is-er.as da
Cie-acir y core-ok-ps.
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Sarosmirsar. S.L.. asad WOMG DC.: te-sefe-e-oiga se-siga biadite-
tite red Toe-It sne-nisiao e-agios usl e-lasa 5 hismoe-osaapetibi5imy
¡sIte-esa. «se-un >29: 512—318. le-lib
Casasia. A. e-. os-rS Ide-are-SoCace-o. 3. A.: ib,sese-s ole-he HL&--
A0204 te-oiga InoaS ja Se-maS Amasosicmatsdiaas, Ssia5 e-te-aria--
se- al SOLA-Al embaye-e- pe-lcrnn~mita. iae-namnrnsia 34:
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